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Resumen
El café es uno de los productos mas cotizados y su cultivo se ha distribuido a lo largo del
territorio nacional, se destaca las variedades Coffea arabica L. (Arabica) y Coffea canephora L.
(Robusta). Una diferencia en el grano es la presencia de una incision de forma sigmoidea en

Coffea arabica L. y una incision recta en Coffea canephora L.

Entre los compuestos fitoquimicos que contiene estan cafeina, Cafestol, Kahweol y Acidos

clorogénicos, siendo los ultimos los responsables de su amplia actividad antioxidante.

La actividad antioxidante se analiz6 por el método de ABTS reportando 8,819y 12,479
pumMolTRX/g fw; para el método de DPPH se obtuvieron 63,012 y 85,869 umolTRX/g fw para
Coffea arabica L. y Coffea canephora L. respectivamente, mientras para el método de FRAP se
reportan los siguientes resultados 25,183 umolFeS04/ g fw para Coffea arabica L. y 36,567

pmolFeS04/ g fw en Coffea canephora L.

En el contenido de fenoles totales, se obtuvo en Coffea arabica L. una concentracion de 1,298
mg GAE/g dw y en Coffea canephora L. 1,992 mg GAE/g dw, y para deteccién de flavonoides

se report6 en Coffea arabica L. 0,076 mg QE/g, mientras en Coffea canephora L. 0,179 mg

QE/qg.

Para la determinacion de cafeina Coffea canephora L. reporté 18,0491 mg/g de fruto seco,
representando 1,80%, mientras en Coffea arabica L. se obtuvo 9,2860 mg/g de fruto seco

representado el 0,92%.

Los mejores resultados se reportaron en Coffea canephora L. para todos los parametros

analizados.

Palabras clave: Coffea arabica L., Coffea canephora L., actividad antioxidante, contenido

fendlico, cafeina.
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Abstract
Coffee is one of the most valued products and its cultivation has been distributed throughout the
national territory, the varieties Coffea arabica L. (Arabica) and Coffea canephora L. (Robusta)
stand out. A difference in the grain is the presence of a sigmoid-shaped incision in Coffea

arabica L. and a straight incision in Coffea canephora L.

Among the phytochemical compounds it contains are caffeine, Cafestol, Kahweol and

chlorogenic acids, the latter being responsible for its broad antioxidant activity.

The antioxidant activity was analyzed by the ABTS method, reporting 8,819 and 12,479
pmolTRX/g fw; For the DPPH method, 63,012 and 85,869 pmolTRX/g fw were obtained for
Coffea arabica L. and Coffea canephora L. respectively, while for the FRAP method the
following results are reported: 25,183 umolFeS0O4/ g fw for Coffea arabica L. and 36,567

pmolFeS04 /g fw in Coffea canephora L.

In the content of total phenols, a concentration of 1.298 mg GAE/g dw was obtained in Coffea
arabica L. and in Coffea canephora L. 1.992 mg GAE/g dw, and for detection of flavonoids

0.076 mg was reported in Coffea arabica L. QE/g, while in Coffea canephora L. 0.179 mg QE/g.

For the determination of caffeine, Coffea canephora L. reported 18.0491 mg/g of nuts,
representing 1.80%, while in Coffea arabica L. 9.2860 mg/g of nuts, representing 0.92%, was

obtained.

The best results were reported in Coffea canephora L. for all the parameters analyzed.

Keywords: Coffea arabica L., Coffea canephora L., antioxidant activity, phenolic content,

caffeine.
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Capitulo I: Introduccion

Antecedentes

Coffea arabica L. (Ardbica) representa el 70% de la produccion y Coffea canephora L.
(Robusta) son las especies mas importantes en la economia, ambas presentan diferencias
debido a condiciones edafocliméticas, composicion fitoquimica y post-tostado (Gobbi et al.,

2023).

Para Ramos et al. (2016), es fundamental tener un conocimiento profundo de la calidad
del café producido para su comercializacion. La calidad sensorial, basada en el sabor vy el
aroma del café tostado, se relaciona con otros factores como el genotipo, el ambiente de cultivo

y la poscosecha.

Ecuador es considerado uno de los mayores productores de banano, café y cacao
(Ledn-Serrano et al., 2020). El café se destaca por ser uno de sus principales productos
agricolas, pero el rendimiento productivo es muy bajo, ya que no alcanza los 200 kilogramos
por hectarea, impidiendo compararla con paises exportadores como Brasil, que genera 1.140

kilos por hectarea, o Colombia 1.897 kilogramos por hectarea (UTPL, 2015).

Alrededor de 50 mil familias se benefician de este cultivo, destacando la participacion de
agricultores que cultivan especies forestales y agronémicas fortaleciendo asi los sistemas

agroforestales (CEFA, s.f.).

En la actualidad, diariamente se consumen alrededor de dos mil millones de tazas de
café. Una caracteristica organoléptica propia de esta bebida es su sabor, destacado por la
relacion existente entre su aroma y gusto, un aspecto importante es que su composicion
guimica depende de varios factores, como la cosecha, poscosecha y el método de preparacion

(Pereira et al., 2023).
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Segun el estudio realizado por Ramos et al. (2016), el ambiente de cultivo esta
directamente relacionado a la calidad sensorial del café, este hecho se evidencia por la
creciente tendencia de cultivos en la altitud y el aumento de su puntuacion en el protocolo de la

Asociacién de Cafés Especiales de América (con sus siglas en ingles SCAA).

Segun CEFA (s.f.) su procedencia es del oriente de Africa, del norte de Etiopia. Se
popularizé en el siglo XIIl como bebida estimulante. Su primera descripcién la realizé el
botanico aleméan Leonhard Rauwolf en 1583. En 1650 lleg6 a la India, poco después, en el siglo

XVIII los europeos la difundieron en América para suplir su demanda (Castilla-Valdés, 2022).

El café debe consumirse moderadamente, porque estimula el sistema nervioso y mejora
la concentracién mental; una taza aporta muy pocos nutrientes y calorias, por €so su consumo
no debe ser excesivo debido a la cantidad de sustancias antioxidantes con efecto protector o

de disminucién de riesgo frente a enfermedades cardiovasculares (CEFA, s.f.).

El café se destaca como una valiosa fuente de antioxidantes tanto en Noruega, Espafia
e ltalia, donde se ha investigado su contenido antioxidante en bebidas (Sakhi et al., 2004). En
un estudio realizado por Halvorsen et al. (2006) en Estados Unidos, el café se posicioné entre
los 50 alimentos mas ricos en antioxidantes, ocupando el sexto lugar cuando se analiz6 su

aporte por porcién (250 ml), demostrando asi su alto contenido antioxidante.

Ademas, se ha observado que tanto el fruto de café como el café tostado, las bebidas
derivadas y sus subproductos contienen cantidades significativas de compuestos antioxidantes,
lo que proporciona beneficios a quienes los consumen (Chaves-Ulate & Esquivel-Rodiguez,

2019).
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Justificacion del problema

Realizar una investigacion referente a la calidad de café que se produce en Ecuador es
de vital importancia para poder analizar la competitividad frente a otros paises productores,
permitiendo asi mejorar su proceso productivo, perfeccionar su siembra, cosecha, poscosecha,

tostado, incluyendo las condiciones ambientales donde se realiza su cultivo.

Compilando toda esta informacion permitira al pais tener un mejor panorama sobre cual
region o provincia posee las condiciones 6ptimas para obtener un café de excelente calidad,
aroma, sabor que pueda hacerse acreedor a un puntaje alto dentro de la Asociacion de Cafés

Especiales de América (SCAA) para catalogarse como café de especialidad.

Se debe considerar que alrededor de 46 mil productores ecuatorianos dependen del
café, utilizando para su cultivo aproximadamente 96.312 hectareas. Un aspecto importante es
gue la mayoria no puede ofrecer al mercado café de especialidad, limitandose a su vez por el

método de produccion y pos-cosecha empleado (Rikolto, s.f.)

El promedio de vida de las plantas es un tema de gran relevancia porgue en el sur del
Ecuador se mantienen plantas durante medio siglo, mientras que productores brasilefios o
colombianos alrededor de diez afios. Juan Ignacio Burneo Valdivieso, menciona que ese es el
motivo por lo que paises vecinos triplican su produccion; pero los productores ecuatorianos no
talan sus arboles por el tiempo que demoran en producir nuevamente disminuyendo asi su

productividad en relaciona a productores de otros paises (UTPL, 2015).

Por ese motivo se necesita mas investigaciones que relacionen su contenido fitoquimico
con el valor y el origen de cada café, obligando al mercado interno a producir un café de mejor
calidad, proyectando el café ecuatoriano en los mercados internacionales (Chiriboga et al.,

2022)
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Otro punto relevante es informar a los productores de la existencia de diferentes
asociaciones, porgue solo un 19% de productores pertenece a organizaciones limitando asi las

oportunidades y beneficios a los cuales puedan acceder (Rikolto, s.f.).

Objetivos del proyecto
Objetivo general

Evaluar de las propiedades bioldgicas y el contenido fitoquimico de frutos maduros de

Coffea arabica L. y Coffea canephora L. cultivados en la Provincia de Loja, Ecuador.

Objetivos especificos
° Cosechar manualmente granos maduros de café, Coffea arabica L. y Coffea
canephora L. en la provincia de Loja de Ecuador para la extraccién de metabolitos
secundarios.
o Cuantificar a través de extraccion de metabolitos secundarios la concentracion
de fenoles, flavonoides y cafeina mediante el ensayo de Folin Ciocalteu Ciocalteu,
método colorimétrico del cloruro de aluminio (AICls) y cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC), respectivamente presentes en Coffea arabica L y Coffea
canephora L. cultivada en la provincia de Loja de Ecuador.
. Determinar el caracter antioxidante del extracto de Coffea arabica L. y Coffea
canephora L. mediante reactivos quimicos como DPPH, FRAP y ABTS cultivadas en la

provincia de Loja de Ecuador.
Hipotesis
Los frutos maduros de Coffea arabica L. y Coffea canephora L. cultivados en la

Provincia de Loja presentan caracter antioxidante y metabolitos secundarios.
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Capitulo Il: Marco tedrico

Café
El cafeto (Coffea spp.) representa un importante rol econémico a nivel mundial, siendo
fuente de ingreso de unos 80 paises. Mundialmente se produce dos especies: Coffea arabica L.

y Coffea canephora L. (Castilla-Valdés, 2022).

Hay un total de 124 variedades de Coffea spp. que se encuentran distribuidas
mundialmente, y todas comparten una morfologia de granos similar. Estas especies pueden ser
objeto de mejoras genéticas, gracias a atributos como su capacidad para resistir diferentes
condiciones climéaticas, enfrentar plagas y enfermedades, tener un bajo contenido de cafeina y
mejorar su calidad sensorial, como se sefial6é en un estudio realizado por Castilla-Valdés

(2022).

Se trata de un arbusto que puede alcanzar de 10 a 15 metros de altura, pero en las

plantaciones se podan entre 2 y 4 metros para facilitar su recoleccién (Bonka, s.f).

Una de las cualidades mas destacadas es la habilidad de generar al mismo tiempo tanto
flores como frutos en diversos niveles de madurez. La disposicion de las semillas se encuentra
uno contra el otro con los lados planos, estan envueltas en el mucilago, una capa de pergamino

y rodeadas por la pulpa (Dethlefsen-balk, 2018).

El café recogido es de color rojizo cuando estd maduro denominandose “cereza” o
“drupa”. Su maduracién inicia con un color verde intenso, luego hacia el amarillo, hasta llegar a

un rojo carmesi cuando alcanzan la madurez, similar al de las cerezas.



Tabla 1

Clasificacion taxondmica
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Nombre cientifico del café  Coffea

Dominio Eukaryota

Reino Plantae

Division (Filo) Antofita 0 Magnoliofita

Clase Magnoliopsida

Orden Rubiales

Familia Rubiaceas

Género Coffea L.

Especie Coffea arabica, Coffea canephora

Tomado de (Kuauka, 2023) https://forexproscafe.com/taxonomia-del-cafe/

El fruto del café se compone de dos partes principales: el pericarpio y la semilla. El

pericarpio consta de tres capas distintas: el exocarpio, que es la capa mas externa y se conoce

como cascara, seguido del mesocarpio o mucilago, y finalmente el endocarpio, también

llamado pergamino (Se habla café, 2019).

Figura 1

Composicién del fruto del café

2: Grano de café (endosperma)
3: Piel plateada (tegumento)

5: Capa de pectina
6: Pulpa (mesocarpio)

7: Piel exterior (pericarpio) e

1: Corte central

Nota. Corte transversal del grano de café. Tomado de (Vanegas, 2017)

Tipos de café

Coffea arabica L.

Es la variedad mas antigua y se la considera la mas fina. Entre las caracteristicas que

destacan se encuentra que es mas aromatico, menos amargo y tiene menos cafeina. La
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morfologia de su grano se caracteriza por ser alargado y con una incisién curvada. Madura de

nueve a once meses (Dethlefsen & Balk, 2018).

En relacion al modo de fertilizacion, el cafeto arabico puede auto-fertilizarse. Dentro de

su fruto posee menos cafeina que la especie robusta (Bonka, s.f.).

Es de gran relevancia debido a su calidad, su valor en los mercados nacionales e
internacionales, y su amplia presencia geogréfica. Este tipo de café se distingue por su alto
contenido de azlcares, un sistema de raices profundamente arraigado, un rango de
crecimiento entre 1500 y 2000 metros sobre el nivel del mar, y su semilla que presenta una

forma plana (Pérez, 2016).

Coffea canephora L.

Comparado con el café arabica, el café mencionado posee el doble de cafeina, pero es
menos fragante. Ademas, se destaca por su resistencia superior al calor, las enfermedades y
los parasitos. Su grano es redondo y con incision recta. Madura de seis a ocho meses

(Dethlefsen & Balk, 2018).

Para fertilizarse el arbol de café robusta necesita de la polinizacion con insectos. Su
savia contiene tres o cuatro veces mas cafeina que en el de la variedad arabica, utilizandola

para defenderse de plagas, enfermedades o estrés por falta de agua (Pérez, 2022).

Destaca por su concentracion superior de cafeina (1.5-2.5%), su rango éptimo de cultivo
se encuentra en altitudes de 0-700 metros sobre el nivel del mar, y su semilla tiene una forma

ovalada (Clifford y Willson, 1985).

Ambas especies poseen diferencias en el interior del fruto.



Figura 2

Diferencias entre café arabico y robusto

-

CAFE <
ARABICA VS ROBUSTA

Grano ovalado y con corte Grano circular y con
curvo en forma de S corte recto
Contiene un 1.5% de Puede llegar a tener
cafeina mas de 2,5% de cafeina

Originario de Etiopia Originario del lago

Chad
Se da en Se da en alturas
alturas de 800 de 500 y 1200m
y 2000 m

Se considera como
el grano de mejor
calidad

No es un grano de
alta calidad y es
inferior al arabica

Su sabor es
suave y dulce
pero con buen

cuerpo

Tiene un sabor mas
fuerte y amargo

Tiene notas Tiene notas herbales y
frutales ahumadas

Representa el

60% 40%

de las
exportaciones a
nivel mundial
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Nota. Algunas caracteristicas sobresalientes que diferencian cada variedad. Tomado de (Pérez,

2022). COFFEE TANK

Caracteristicas del café

Las caracteristicas que se percibe con los sentidos depende de su procedencia.
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Gusto: con matices que van desde citricos y terrosos hasta caramelizados y afrutados,

con notas de acidez y amargura, asi como una sensacion aterciopelada en el paladar.

Fragancia: de caracter suave, delicado y distintivo, con un aroma intenso y exclusivo.

Fuerza: varia desde suave y ligera hasta media e intensa, logrando un equilibrio en su

conjunto.

Cuerpo: se relaciona con la percepcién en boca, determinado por su grosor, densidad,

viscosidad o nivel de cremosidad.

Persistencia: duracién en el paladar y aroma.

(Isidro Evaristo, 2014)

Las caracteristicas se relacionan con el lugar de siembra y subespecie genética o

variedad. De acuerdo a su composicion y rareza pueden llegar a tener precios elevados.

Composicién quimica

El café contiene una amplia variedad de mas de mil sustancias quimicas diversas, que
incluyen aminoacidos, compuestos nitrogenados, polisacaridos, azlcares, triglicéridos, acido
linoleico, diterpenos como el cafestol y kahweol, acidos volatiles como el formico y acético, y no
volatiles como el lactico, tartérico, piravico, citrico. Entre estos componentes se destacan los
compuestos fendlicos especialmente el acido clorogénico, asi como la cafeina, y sustancias
volétiles que contribuyen a su aroma caracteristico. Ademas, el café contiene vitaminas y
minerales. Durante el proceso de tostado, se generan otros compuestos como las
melanoidinas, a través de reacciones de pardeamiento no enzimatico o caramelizacién de

carbohidratos (Gotteland & De Pablo V, 2007).
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La cantidad de cafeina en el café, una sustancia presente en varias plantas, varia
dependiendo de la calidad del grano y de como se prepare y el tiempo que se le dedique a la

preparacion (Regalado Mogollén, 2014).

Cafeina
La cafeina (1,3,7-trimetilxantina), teofilina y teobromina pertenece al grupo de las
metilxantinas. Estimula el sistema nervioso central. Comercialmente se ha afadido a bebidas

como gaseosas y energizantes (Gotteland & De Pablo V, 2007).

Los granos de café Arabica y Robusta en su forma cruda contienen alrededor del 1.16%
(con un rango de 0.6% a 1.7%) y 2.15% (con un rango de 1.16% a 3.27%) de cafeina,

respectivamente (Gotteland & De Pablo V, 2007).

La cafeina es rapidamente absorbida en el tracto digestivo, alcanzando su
concentracion maxima de 50 uM, con una vida media que oscila entre 2.5y 10 horas. El
proceso de metabolismo tiene lugar en el higado, donde aproximadamente el 95% de la
cafeina es transformada, mientras que el 5% restante se excreta a través de la orina (Van Dam

et al., 2020).

Diterpenos: Cafestol y Kahweol

Estos compuestos pueden presentarse en su forma libre o como ésteres. La cantidad
total de diterpenos en el café varia, siendo aproximadamente del 1.3% al 1.9% en granos de
café verde Arabica y del 0.2% al 1.5% en granos de café verde Robusta, en relacion
peso/peso. Los diterpenos en el café, especificamente el cafestol y el kahweol, han sido
asociados con un aumento en los niveles de colesterol en la sangre, generando implicaciones
para la salud humana. Sin embargo, también se les atribuyen efectos positivos para la salud,

como la mejora de las enzimas hepaticas, propiedades antioxidantes, actividad
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anticancerigena, propiedades antiinflamatorias y antiangiogénicas, asi como un posible papel

protector contra la aflatoxina B1 (Moeenfard et al., 2015).

Acidos clorogénicos

Los compuestos fendlicos esterificados conocidos como acidos clorogénicos, forman
parte de la composicion del café; los cuales se forman a través de la combinacion del acido
cafeico y el acido quinico. En el café Robusta, se han identificado un total de 11 acidos
clorogénicos, destacando el acido clorogénico (5-O-cafeoilquinico) como el mas abundante.
Los &cidos feruloilquinicos, que son ésteres del &cido cafeico y el &cido ferulico, contribuyen en

gran medida al contenido de fenoles dietéticos (Chaves-Ulate & Esquivel-Rodiguez, 2019).

En el café verde, los acidos clorogénicos representan aproximadamente el 7% de su
composicion, pero durante el proceso de tostado, este porcentaje disminuye significativamente
al 4% del contenido total de compuestos (Chaves-Ulate & Esquivel-Rodiguez, 2019). Segun
una medicion realizada por Trejo-Marquez et al., (2015) en comparacion con otras bebidas
consumidas como el jugo de manzana y el vino tinto, el café se destaca como la fuente méas

rica en acidos fendlicos.

Actividad antioxidante

Los &cidos clorogénicos son ampliamente reconocidos por sus propiedades
antioxidantes. La capacidad de neutralizar radicales hidroxilos (OH) en el café verde y tostado
esta influenciada principalmente por el &cido 5-O-cafeoilquinico. Ha sido documentado que la
combinacion de acido cafeico con diversos acidos clorogénicos puede servir como una
alternativa a los antioxidantes sintéticos. Ademas, se ha constatado que el café instantaneo
puede actuar de manera dual, actuando como promotor de la oxidacion para el &cido ascorbico
y, al mismo tiempo, como capturador de radicales libres superdxido (Gotteland & De Pablo V,

2007).
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Los radicales libres son moléculas que tienen la capacidad de existir de manera
auténoma y estan caracterizadas por poseer uno o varios electrones solitarios en un orbital
atébmico externo o molecular. La presencia de este electron solitario en un radical libre se suele
representar mediante un punto en el atomo o grupo donde se encuentra principalmente

(Martemucci et al., 2022).

El proceso de dafio oxidativo es facilitado por sustancias quimicas altamente reactivas
del oxigeno denominadas ROS (especies reactivas de oxigeno), que incluyen al peroxido de
hidrégeno, al ion superéxido y al radical hidroxilo (Viada Pupo et al., 2017). El peréxido de
hidrogeno tiene la capacidad de generar radicales hidroxilo, lo que puede resultar en dafios al
ADN, incluyendo a proteinas, lipidos, mitocondrias, entre otros (Chaves-Ulate & Esquivel-

Rodiguez, 2019).

Los compuestos antioxidantes actian al detener la generacion de radicales libres,
previniendo asi la oxidacion y descomposicion de los productos resultantes de la oxidacién de
lipidos. La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos, en su mayoria, se basa en gran

medida en mecanismos de reduccidn-oxidacion (Naveed et al., 2018).

La accion antioxidante se atribuye a la presencia de compuestos polifendlicos y
productos generados durante el proceso de tostado. La cafeina, por ejemplo, puede inhibir la
lipoperoxidacion, lo que la convierte en un antioxidante poderoso, equiparable al glutation y con
mayor eficacia que el &cido ascoérbico. Ademas, el proceso de tostado del café da lugar a la
formacion de compuestos de alto peso molecular, como las melanoidinas, asi como
compuestos de bajo peso molecular que también poseen propiedades antioxidantes (Daglia

et al., 2004).

Segun Palomino Garcia & Del Bianchi, (2015), los compuestos fendlicos son principales

antioxidantes que se encuentran en hojas, semillas, granos, raices y corteza. Ademas de la
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actividad antioxidante como aplicacion tecnolégica, la presencia de estos compuestos se ha
atribuido a beneficios en la salud humana al retrasar o prevenir la aparicién de enfermedades
debido a la accién antioxidante en el organismo, asi como acciones antiinflamatorias,

antimicrobianas y antialérgicas (Silva et al., 2020).

Factores edafoclimaticos que afectan al café
Este cultivo crece 6ptimamente en la franja entre los trépicos de Cancer y Capricornio o
también llamado el cinturdn del café, a altitudes que oscilan entre 800 y 2.000 metros

(Carranco, 2022).

Clima
Predomina un clima tropical y ecuatorial con una humedad constante con niveles que
oscilan entre el 60% y el 80%. Esta humedad enriquece el suelo donde se cultiva el café

(Carranco, 2022).

Temperatura

La franja 6ptima para el cultivo del café arabica se encuentra entre los 18 y 22°C,
mientras que, para el café robusta, se sitla entre los 22 y 26°C. A temperatura inferior a 18°C,
disminuye su desarrollo y produccion. A temperaturas superiores a 25°C se vuelve susceptible

a plagas (Carranco, 2022).

Precipitaciones
La cantidad adecuada de lluvia para el cultivo se encuentra entre 1.500 y 2.000
milimetros anuales, 125 milimetros al mes. El exceso de lluvia perjudica la floraciéon del cafetal

(Carranco, 2022).

Exposicion solar
El exceso afecta al desarrollo de los cafetos y acelera la maduracién del fruto, afectando

la calidad del café (Carranco, 2022).
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Sombra
Proteger de la radiacion solar durante la temporada seca, enriquece el suelo con

materia organica, mejorando la vida microbiana (Carranco, 2022).

Café en Ecuador

La llegada del café a Ecuador es un hecho histérico rodeado de incertidumbre en
cuanto a su origen exacto, aunque la mayoria de los historiadores coinciden en que su
introduccion en el pais ocurrié poco después de 1800. Los primeros registros de cultivo de café
se remontan a alrededor de 1830, cuando se llevaron a cabo las primeras plantaciones de la
variedad Tipica, perteneciente al café Arabica, en las zonas de Las Maravillas y El Mamey,
ubicadas en el canton de Jipijapa, en la provincia de Manabi (Acosta Garcia, 2017; FérumCafé,

2020; Vaca et al., 2022).

Fue aproximadamente un siglo después, en 1951, cuando el café Robusta hizo su
entrada en Ecuador. Esta introduccién se materializ6 con la iniciacion de su cultivo en la
Estacion Experimental Tropical Pichilingue, localizada en Quevedo, en la provincia de Los Rios

(Acosta Garcia, 2017; ForumCafé, 2020; Vaca et al., 2022).

En Ecuador, el café ha adquirido gran importancia econdmica. Se cultiva las especies
Coffea arébica y Coffea canephora, representando el 68% y 32%, respectivamente, de 199.215
ha cultivadas y se extiende a lo largo del territorio nacional. C. arabica posee mejor calidad se
produce en Manabi, Loja y en la Cordillera Occidental de los Andes. En cambio, Coffea

canephora, en Sucumbios y Orellana (Venegas Sanchez et al., 2018).

En Ecuador, la especie robusta es cultivado en la amazonia y costa, en cambio la
especie arabiga se cultiva a altitudes mayores a 1.000 y 1.800 msnm, en la Sierra. Manabi,
gracias a sus condiciones ambientales favorece al cultivo de esta especie casi al nivel del mar

(CEFA, s.).
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En el pais los cultivos presentan bajos rendimientos, obteniendo 5 gg/ha para el arabigo
y 10 gg/ha para el robusta. Actualmente la demanda de cafés de especialidad o gourmet esta
incrementandose tanto a nivel nacional como internacional, pero toda la produccién se ve
afectada debido a los altos costos de produccion y a la ineficiente capacidad de fortalecer

procesos asociativos (CEFA, s.f.).

Figura 3

Principales zonas cafetales del Ecuador

Las principales zonas de produccion de café arabigo son: Loja,
Zamora Chinchipe, Manabi, El Oro, Imbabura, Carchi y Galapagos,
en tanto que el café robusta se cultiva en las provincias de
Sucumbios, Orellana, Napo, Pichincha, Los Rios.

El café soluble se produce en Guayas y Manabi

ardbico y robusto

Nota. Distribucion de las variedades de café en el territorio ecuatoriano. Obtenido de

(proecuador, 2018)

Importancia

La produccioén de café en Ecuador desempefia un papel de gran relevancia en términos
economicos, sociales y medioambientales. Desde una perspectiva econdémica, el cultivo de
café genera ingresos para una amplia gama de actores, que incluyen a los productores de café,
los intermediarios, los transportistas y los comerciantes, ademas de contribuir a la entrada de

divisas que impulsan la economia rural en las zonas productoras del pais (ForumCafé, 2020).
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Asimismo, el café desempefia un rol social crucial en Ecuador al involucrar a diversas
comunidades, personas de diferentes edades y niveles de educacién, tanto hombres como
mujeres, en todas las etapas de produccién, procesamiento y comercializacion, asi como en la

creacion de empleo, especialmente durante la temporada de cosecha (FérumCafé, 2020).

Principales enfermedades del café
El café es afectado por varias enfermedades, pero entre las mas importantes tenemos:
Mycena citricolor (ojo de gallo), Hemileia vastratix (roya), Cercospora coffeicola (mancha de

hierro) y Pellicularia koleroga (mal de hilachas) (Leyva Mir, 2018).

Mycena citricolor (Ojo de gallo)

Segun Villacreses (2017), esta enfermedad se encuentra principalmente en zonas de
cultivo en altitudes elevadas y se ve favorecida por condiciones de precipitaciones constantes.
Entre los sintomas visibles presenta la aparicion de manchas circulares de color café grisaceo
en las hojas, tallos tiernos y frutos del café. Este hongo afecta al café en todas las etapas de su
desarrollo. Las manchas al inicio son de color amarillento, pero conforme van madurando, se
vuelven de color gris blanquecino. En casos graves provoca perforaciones y la caida rapida de

hojas y frutos (Mantuano et al., 2022).

Hemileia vastratix (Roya)

Segun Villacreses, (2017) y Saltos Chica, (2021), esta enfermedad se encuentra en
todo el pais, es mas frecuente en zonas de altitudes medias y bajas. Prospera en climas
calidos y humedos. Entre su sintomatologia se encuentra: manchas amarillentas y formacién de
un polvo anaranjado en la parte superior e inferior de la hoja, respectivamente. Las lesiones
viejas pueden tornarse negras con bordes amarillos. Cuando es atacada severamente provoca
la caida masiva de hojas, debilita la planta, maduracion irregular de la cosecha y reduce la

produccion.
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Pellicularia koleroga (Mal de hilachas)

Producida por el hongo Pellicularia koleroga, esta enfermedad conduce a la formacion
de hilos de micelio de tono blanco que se extienden a lo largo de los tallos y las hojas del
cafeto. Los hilos mas gruesos crean una especie de telarafia al envés de las hojas. A medida
gue la enfermedad progresa, las hojas se marchitan y caen, aunque permanecen colgadas de

las ramas debido a la presencia del micelio (Mantuano et al., 2022).

Cercospora coffeicola (Mancha de hierro)

De acuerdo con Bermudez, (2021), esta enfermedad impacta al cafeto en todas las
fases de su crecimiento, desde las hojas primordiales hasta los frutos. Se caracteriza por la
manifestacion de pequefias manchas circulares de tonos pardos claros 0 marrones rojizos.
Esta afeccidn resulta en una constante pérdida de hojas y una mayor produccién de granos de

café de calidad inferior, impactando negativamente en su calidad.
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Capitulo lll: Metodologia

Obtencion del material vegetal
Se recolectaron aproximadamente 454g de frutos maduros de café (Coffea arabica L. y
Coffea canephora L.), en la provincia de Loja. Las muestras fueron trasladadas a los

laboratorios del CICTE, para su procesamiento, manteniendo la cadena fria.

Extraccion de metabolitos secundarios

Se retird la pulpa de los granos maduros de café hasta obtener inicamente la semilla.
Posteriormente se colocd en un moledor de café hasta triturarlos. Durante la fase de extraccion,
se emple6 una cantidad de 1 gramo de muestra en una solucion de 10 ml de solvente. Para
ello, se tomé6 aproximadamente 1 gramo del grano y se molié utilizando un mortero con 5 ml de
etanol absoluto (96%). Seguidamente se coloc6 en tubos Falcon de 15ml con los 5ml faltantes

de solvente. Se dejo6 reposar por 24h en el refrigerador a 5°C.

Si el extracto resulta muy oscuro sera necesario realizar diluciones, se utilizara 1:2 o

1:3, dependiendo de la coloracion obtenida.

Métodos de determinacidn de actividad antioxidante total (TAC)

Las pruebas para medir la actividad antioxidante se llevan a cabo utilizando los
sobrenadantes y siguiendo protocolos estandarizados como los métodos colorimétricos ABTS,
FRAP y DPPH. Estos enfoques se prefieren debido a su rapidez cinética en la medicion, lo que
ahorra tiempo en comparacion con otros métodos utilizados para determinar la Actividad

Antioxidante Total (Rioja Antezana et al., 2018).

Método del catiéon radical 2,2"-azino-bis-4cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS)
Se utilizé la metodologia propuesta por Kuskoski et al., (2005), con ligeras
modificaciones; el radical ABTS+ se genera mediante la preparacion de una solucion stock

compuesta por la reaccién de ABTS a una concentracion de 7 mM con persulfato potésico a
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una concentracion de 2.45 mM. La solucion resultante se incuba a temperatura ambiente en la
oscuridad durante un periodo que va de 12 a 72 horas. Una vez que el radical ABTS+ se ha
formado, se diluye con etanol hasta alcanzar un valor de absorbancia en el rango de 0.7 £0.05

y es leido a una longitud de onda de 734 nm.

La determinacion se realizd6 empleando 20pL de la muestra y afiadiendo 2mL del radical

ABTS* diluido. Se deja reposar por 7 minutos y se mide a 734nm.

Se utilizaron dos blancos, que siguieron el mismo procedimiento antes mencionado,
pero se colocé en lugar de la muestra el solvente de extraccion, que en la investigacion

propuesta es etanol absoluto.

Se realiza un ensayo con el antioxidante sintético de referencia, Trolox, a una
concentracion que varia de 0 a 15 uM en una solucién de etanol. Los resultados se cuantifican
en términos de TEAC (Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox), siguiendo el método

descrito por Kuskoski et al., (2005).

Los resultados que se obtuvieron se analizaron con la curva de referencia empleando
Trolox con una concentracién de 0 a 2,5 mM generando la ecuacién y = 34,102x + 9,2946 (R?*=

0,9612) con unidades expresadas en pmol Trolox/g dw.
Para determinar el porcentaje de inhibicion, se emplea la siguiente formula:

Abs — Abs
% inhibicion = blarzzs muestra . 100
blanco

Método del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)
Se utiliza el método desarrollado por Brand-Williams et al., (1995), fundamentado en la
capacidad de los antioxidantes presentes en un extracto para reducir el radical DPPH™. La

reduccion del DPPH* se cuantifica midiendo su absorbancia a 517 nm.
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En el ensayo se sigui6 el procedimiento descrito por Kim et al., (2002) con ligeras
modificaciones. En tubos Falcon de 15mL, se prepard una solucién de 2,9 mL de radical
DPPH* a una concentracion de 100 uM, previamente disuelto en etanol al 96%, con una
medida de absorbancia inicial de aproximadamente 0,7+0,05 medida a 517 nm. Luego, se
afiadié 0,1 mL de la muestra al tubo, se homogeneiz6 cuidadosamente y se incubd en la
oscuridad durante 30 minutos. Para los blancos o control se emple6 etanol en lugar de la

muestra analizada. Pasados los 30 minutos, se mide la absorbancia a 517 nm.

La concentracién de DPPH™* en el medio de reaccién se calcula a partir de una curva de
calibrado obtenida por regresion lineal del Trolox cuya concentracion varia de 0 a 0,625 mM,
obteniendo y = - 0,9979x + 0,7211 (R?= 0,993). Los resultados se expresan en términos de
TEAC, es decir, actividad equivalente a Trolox (UM/g de muestra peso fresco). Para calcular el

porcentaje de inhibicién se utilizé la siguiente formula:

Abs — Abs
% inhibicion = —0 L £ 100
blanco

Método del poder antioxidante reductor férrico (FRAP)

Segun Rioja Antezana et al., (2018) en este método evalla la reduccién del hierro
férrico (Fe®*") presente en el complejo hierro-2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (Fe**-TPTZ) hasta la
forma ferrosa (Fe?*-TPTZ) gracias a la presencia de compuestos antioxidantes, en un medio

acido pH=3,6.

Reactivo FRAP: se compone por 100mL de la solucion tampdén de &cido acético-acetato de
sodio a una concentracion de 0,3 M a un pH 3,6; 10 ml de solucion TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-
triazina) a 10 mM previamente diluida en acido clorhidrico (HCI) de 40 mM y 10 mL de cloruro
férrico (FeCls) a 20mM. Se genera una coloracion azul, gracias a la formacién del complejo
ferroso-TPTZ que se cuantifica por colorimetria a 593nm en base a un patrén de sulfato ferroso

(Rioja Antezana et al., 2018).
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Para la lectura de las muestras se utilizaron 3 mL de solucion FRAP, 0,1 mL de muestra
y 0,3 mL de agua destilada, se colocé en la oscuridad durante 4 minutos y se procedié con la

medicion. Se usaron muestras control que poseian etanol en lugar de la muestra estudiada.

Se empled una longitud de onda de 593 nm para la medicién de las absorbancias. La
curva de calibracion fue construida mediante las absorbancias de concentraciones variables de
sulfato férrico (FeSO4-7H,0), entre 0 - 5 mM, obteniendo y = 0,5981x — 0,0082 (R?=0,9868),

cuyos resultados fueron expresados en mg Fe2S04/100 g fw.

Métodos para determinar la composicion de compuestos fendlicos

Determinacién de fenoles totales (FT)

El método mas comunmente empleado se basa en el principio desarrollado por Folin
Ciocalteu, el cual se fundamenta en la capacidad reductora de los compuestos. Este método
implica el uso de una mezcla de acidos fosfowolframico y fosfomolibdico en un entorno alcalino.
Estos acidos se reducen al entrar en contacto con compuestos fendlicos, lo que da lugar a la
formacion de 6xidos azules de wolframio (W8023) y molibdeno (Mo8023). La intensidad del
color azul generado se cuantifica a una longitud de onda de 765 nm. Los resultados se
expresan en miligramos de acido galico por cada 100 gramos de pulpa de frutos (Kuskoski

et al., 2005).

Se utilizo la metodologia descrita por Arroyo, (2019), aplicando unas ligeras
modificaciones. En un tubo Falcon de 15 ml se agreg6 0,4 mL de muestra, 0,4 mL de Folin
Ciocalteu (1N), 2 ml de agua destilada y se dejé reposar por 5 minutos en oscuridad.
Posteriormente se afiadié 2 ml de Na,CO; al 20%, 0,8 mL de agua destilada y se incubé en la

oscuridad por 1 hora. La lectura se realizé a 765 nandémetros.

La curva de calibraciéon se construyé en base a &cido galico, obteniendo y = 0,0061x

+0,1393 (R2=0,9941) y los resultados se expresaron en unidades de mg GAE/g muestra.
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Determinacion de flavonoides totales (TFC)

El método empleado fue el descrito por Ammar et al., (2022).

En tubos Falcon de 15 ml, se coloc6 1 mL de la muestra, 1,5 mL de etanol, 0,1 mL de
acetato de sodio (CH3COONa) a concentracién 1 M, 0,1 mL de AICI3 al 10% y 2,3 mL de H,O
destilada. La solucion repos6 en oscuridad por 35 minutos y a temperatura ambiente. Concluido
el tiempo de espera se procedidé con la lectura de su absorbancia a 435 nm en el

espectrofotbmetro.

Se genero la curva de calibracion utilizando quercetina como patrén de referencia a una
concentracion de 300 pg/ml en etanol obteniendo la recta y=0,029x+0,067 (R2=0,9879). La
cantidad total de flavonoides se representd en términos de miligramos equivalentes de

guercetina (mg QE/g de muestra).

Determinacion de cafeina por H.P.L.C.

Este método permite determinar el contenido de cafeina en bebidas energéticas
carbonatadas. La disolucién que contiene la cafeina es sometida al HPLC en una columna C-
18, octadecilo comercial con una longitud de 10 cm con detector de ultravioleta. La cafeina
contenida es cuantificada por comparacién con una solucién estandar tratada similarmente

(Fuentes et al., 2018).

HPLC-DAD

Se sigui6 la metodologia descrita por De Luca et al., (2018). Cada extracto se filtr6 a
través de un filtro de PTFE (politetrafluoroetileno) (tamafio de poro 0,45 um) y se inyect6 en el
HPLC para el andlisis cromatogréfico. Los extractos fueron analizados por HPLC-DAD con un
Thermo Quest Spectrasystem LC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) equipado con una
bomba P4000, un detector de matriz de diodos UV6000 UV-Vis y una interfaz SN4000 para

operar a través de una computadora personal. Los compuestos extraidos se separaron
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utilizando una columna Kinetex C18 100A (particulas de 5 um, 4,6 mm de diametro interno y 25
cm de longitud; Phenomenex, Torrance, CA) protegida por una guardacolumna de 4 mm con
las mismas caracteristicas (Phenomenex, Torrance, CA). Las muestras se inyectaron usando
una valvula de seis vias a bucle completo (20 pL), y los cromatogramas correspondientes se
adquirieron registrando, en cada tiempo de retencion, el espectro completo en el rango de 250
a 400 nm (a intervalos de 2 nm). La elucién se realizé en gradiente utilizando agua Milli-Q
acidificada con &cido férmico al 0,1% como fase débil (fase A) y metanol acidificado con acido

férmico al 0,1% como fase fuerte (fase B). El caudal fue de 1 ml/min.

Para cada corrida cromatografica se realiz6 la deteccién registrando el espectro UV
entre 220 y 360 nm cada 2 nm. Toda la informacién espectrocromatografica se usé para
construir los modelos MCR de conjuntos mdltiples, mientras que el analisis de clasificacion se

llevé a cabo solo en los perfiles registrados a 280 nm.

Analisis estadistico
Las muestras analizadas son granos de frutos maduros de café (Coffea arabica L. y

Coffea canephora L.), especie arabiga y robusta respectivamente de la provincia de Loja.

Para analizar su composicion fitoquimica se plantea un disefio factorial 2x2, mediante
los ensayos de: Determinacion de fenoles totales (TPC) y Determinacion de flavonoides totales
(TFC), donde se considera las 2 pruebas a realizarse (a=2) y las 2 especies de café obtenidas

(b=2) y 3 repeticiones (n=3).
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Tabla 2

Disefio experimental para el analisis de la composicion fitoquimica

Coffea arabica L. Coffea canephora L.
TPC 3 3
TFC 3 3

Para la determinacion del caracter antioxidante se plantea un disefio factorial 3x2,
empleando los ensayos de DPPH, ABTS y FRAP, donde (a=3) debido a los 3 ensayos a

realizarse y b=2 por las muestras a analizarse con 3 repeticiones (n=3).

Tabla 3

Disefio experimental para la determinacion del caracter antioxidante

Coffea arabica L. Coffea canephora L.
DPPH 3 3
ABTS 3 3
FRAP 3 3

Los analisis siguieron un disefio completamente al azar (DCA) y se realizard un analisis
de varianza para determinar la veracidad o nulidad de la hipétesis, en los disefios antes
mencionados. Las medias se compararan a través de la prueba de Duncan, considerando

como significativas aquellas diferencias con un valor de p<0,05.
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Disefio de analisis de varianza

Tabla 4

Prueba de ANOVA para ambos disefios factoriales propuestos 2x2 y 3x2.

Fuente Grado de libertad (GL) Composicion fitoquimica Caréacter antioxidante

A a-1 1 2
B b-1 1 1
AB (a-1)( b-1) 1 2
Error a.b.(n-1) 8 12

Total a.b.n-1 11 17
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Capitulo IV: Resultados

Obtencién de las muestras

Las muestras se recolectaron en la provincia de Loja, como se muestra en la figura 4 las
variedades analizadas fueron Coffea arabica L. y Coffea canephora L., poseen diferencias en la
morfologia de la semilla como se puede observar en la figura 5. De cada muestra se triturd 1gy

se coloco en 10ml de etanol para la extraccion de sus metabolitos.

Figura 4

Muestras obtenidas de Coffea arabica L. y Coffea canephora L.

Nota. Se presentan las variedades utilizadas provenientes de la provincia de Loja. a) Coffea

arabica L. y b) Coffea canephora L. (Vinueza, 2023)

Figura 5

Comparacion de semillas Coffea arabica L. y Coffea canephora L.
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Nota. Diferencias morfologicas de los granos de café. a) Coffea arabica L. y b) Coffea

canephora L. (Vinueza, 2023)

Propiedades organolépticas

Las propiedades analizadas para las variedades de café se muestran en la tabla 5.

Tabla b

Caracteristicas organolépticas de las variedades de café

Caracteristicas organolépticas

Variedad
Olor Sabor Color Forma de semilla Incisién
Coffea Hierba o )
Acido Verdoso Ovalada Sigmoidea
arabica L. humedad
Coffea Hierba o
Amargo  Verdoso Redonda Recta
canephora L. humedad

Nota. Se analiz6 caracteristicas que presentaban los granos de Coffea arabica L. y Coffea

canephora L. de la provincia de Loja.

Evaluacién de la Actividad antioxidante

Para medir la capacidad antioxidante se emplearon 3 métodos de determinacion:
DPPH, ABTS y FRAP. En la tabla 6 se observa los resultados obtenidos, realizando 3
repeticiones para cada una. En la tabla 7 se observa el promedio obtenido relacionando cada

variedad y el método de determinacion.

Tabla 6

Tabla de contingencia de respuestas experimentales para determinar la Actividad Antioxidante

Métodos para evaluar la actividad antioxidante

DPPH ABTS FRAP

Variedad
de café

Coffea arabica L. |57,437 66,729 64,870 | 7,116 10,195 09,147 | 24,217 25,967

25,365

Coffea canephoraL. | 86,014 87,907 83,685 | 13,595 10,192 13,650 | 35,753 38,161

35,787
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Nota. Se realizaron tres repeticiones de cada variedad analizada, estos valores estan en
unidades de umolTRX/g fw para DPPH y ABTS, mientras FRAP se encuentra en umolFeSO./ g

fw.

Tabla 7

Tabla de contingencia de promedios para determinar la Actividad Antioxidante

Métodos para evaluar la actividad antioxidante

DPPH ABTS FRAP
Variedad | Coffea arabica L. 63,012 8,819 25,183
de café | Coffea canephora L. 85,869 12,479 36,567

Nota. Se realizé el promedio de las tres repeticiones de cada variedad, los valores obtenidos
estan en unidades de umolTRX/g fw para DPPH y ABTS, mientras FRAP se encuentra en
pmolFeSO./ g fw.

En la figura 6 se evidencia que en la variedad Coffea canephora L. presento valores
mas elevados que Coffea arabica L. en los 3 métodos de determinacién de actividad
antioxidante, destacandose el método DPPH en Coffea canephora L. con un valor de 85,869

umolTRX/g fw, como se observa en la tabla 7.

Figura 6

Variedad de café vs Métodos para determinar la actividad antioxidante

C. arabica L. C. canephora L.
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Figura 7

Métodos para determinar la actividad antioxidante vs Variedad de café
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Método para evaluar la actividad antioxidante

Andlisis de varianza para Actividad Antioxidante
Se utilizo el programa INFOSTAT para analizar los datos obtenidos, arrojando los

siguientes resultados:

La actividad antioxidante obtenida en el café es completamente dependiente
(R?AJ=99%) de la variedad y el método empleado como se observa en la tabla 8, mencionando
gue la precisiéon del modelo es del 99% para el analisis con un F 512 =437,49 y p <0,0001;

p=3,84*1013 valor obtenido utilizando el programa RStudio.

Como se observa en la figura 6, el coeficiente de variaciéon CV obtenido es 6,49, al ser

un valor menor a 12, eleva las posibilidades de cumplir el supuesto de homocedasticidad.
Los datos analizados a continuaciéon se encuentran en la tabla 8.

Analizando las variedades de café empleadas Coffea arabica L. y Coffea canephora L.
estas reportan diferencias significativas al evaluar la actividad antioxidante con un F (1,12

=114,25y p <0,0001; p=1,74*107" valor obtenido utilizando el programa RStudio.
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Analizando los métodos empleados para evaluar la actividad antioxidante, ABTS, DPPH
y FRAP; mostraron diferencias significativas al evaluar la actividad antioxidante con un F (2,12

=1014,34 y p <0,0001; p= 4,13*10** valor obtenido utilizando el programa RStudio.

Analizando la interaccién producida entre las variedades de café y los métodos
empleados; revelaron diferencias significativas al evaluar la actividad antioxidante con un F (2,12

=22,26 y p=0,0001; p=9,16*10°®, valor obtenido utilizando el programa RStudio.

Tabla 8

Analisis de varianza de la actividad antioxidante

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2 Aj Ccv
Oxidacion 18 0,99 0,99 6,49
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo 1ll)
F.V. SC o] CM F p-valor
Modelo 13750,79 5 2750,16 437,49 <0,0001
Variedad 718,22 1 718,22 114,25 <0,0001
Método 12752,67 2 6376,34  1014,34  <0,0001
Variedad*Método 279,91 2 139,95 22,26 0,0001
Error 75,43 12 6,29
Total 13826,23 17

Supuesto de Normalidad

Para comprobar el supuesto de normalidad es necesario relacionar el diagrama de
dispersién, Q-Q plot y la prueba de Shapiro Wilks (ver apéndice A; 1,2,3), se comprueba la
normalidad mediante la prueba antes mencionada obteniendo resultado que cumple el

supuesto de normalidad con un p=0,7728.

Supuesto de Homocedasticidad

Esta prueba se comprob6 mediante el método de Levene (ver apéndice 4A),

obteniéndose un pyaor> 0,05.
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Mediante el Test de Duncan se realiz6 una comparacién de la variedad y el método
empleado para determinacion de la actividad antioxidante concluyendo que el método ABTS no
permite discriminar la diferencia existente entre la variedad de café con su actividad
antioxidante, pero a su vez se indica que el mejor método empleado es DPPH con la variedad
Coffea canephora L. F 12 =22,26 y p=0,0001; p=9,16*10°. Todas las comparaciones
realizadas pueden observarse en el apéndice 5A, recordando que las letras diferentes
presentan diferencias significativas. Toda la informacion antes mencionada se encuentra

resumida en la figura 8.

Figura 8

Métodos para determinar la actividad antioxidante vs Variedad de café

GRUPO A GRUPO B GRUPO C GRUPO D GRUPOE

C. arabica L.
ABTS C. arabica L. C. canephora L. C. arabica L. C. canephora L.

C. canephora L. FRAP FRAP DPPH DPPH
ABTS

\/

Nota. El mejor resultado obtenido en relacion a la actividad antioxidante y la variedad
analizada, fue en Coffea canephora L. con la prueba DPPH, mientras que los resultados mas

bajos se determinaron en ambas variedades con la prueba ABTS.

Porcentaje de inhibicion obtenido mediante el empleo del método DPPH
Como se observa en la figura 9, Coffea canephora L. present6 un mayor porcentaje de

inhibicion que Coffea arabica L. arrojando valores de 78,82% y 39,19%, respectivamente.

A su vez se puede corroborar esa informacion en la tabla 7, donde la concentracién
obtenida fue de 63,012 y 85,869 umolTRX/g fw para Coffea arabica L y Coffea canephora L.

respectivamente.
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Figura 9

Variedad de café vs % de inhibicién para prueba DPPH
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Nota. De la figura presentada se concluye que Coffea canephora L. posee mayor actividad

antioxidante con un 78,82%, mientras que Coffea arabica L. presenté 39,19%. Valor de

confianza al 95%.

Porcentaje de inhibicion obtenido mediante el empleo del método ABTS

Como se observa en la figura 10, Coffea canephora L. presenté un mayor porcentaje de
inhibicion que Coffea arabica L. arrojando valores de 30,57% y 24,33%, respectivamente. Estos
datos se corroboran en la tabla 7, donde la concentracién obtenida fue de 8,819y 12,479

pmolTRX/g fw para Coffea arabica L y Coffea canephora L. respectivamente.
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Figura 10

Variedad de café vs % de inhibicién para prueba ABTS
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Nota. De la figura presentada se concluye que Coffea canephora L. posee mayor actividad
antioxidante con un 30,57%, mientras que Coffea arabica L. presentd 24,33%. Valor de
confianza al 95%.

Determinacién mediante el método de FRAP

Los valores de las concentraciones se pueden observar en la tabla 7, obteniéndose los
siguientes resultados 25,183 y 36,567 pmol FeSO./g fw para Coffea arabica L y Coffea

canephora L. respectivamente, como se observa en la figura 11.



51

Figura 11
Variedad de café vs Capacidad antioxidante en umol FeSO4/g fw
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Nota. Valor de confianza al 95%.

Deteccion de Compuestos fenélicos

Para medir la concentracion de compuestos fendlicos se emplearon 2 métodos de
determinacion: Folin Ciocalteu y Flavonoides. En la tabla 8 se observa los resultados obtenidos,
realizando 3 repeticiones para cada una. En la tabla 9 se observa el promedio obtenido

relacionando cada variedad y el método de determinacion.

Tabla 9

Tabla de contingencia de respuestas experimentales para determinar compuestos fenélicos

Métodos para determinar compuestos fendlicos

Folin Ciocalteu Flavonoides

Coffea arabica L. 1,172 1,419 1,303 | 0,084 | 0,075 | 0,069
Variedad de café

Coffea canephora L. | 1,620 | 2,195 | 2,162 | 0,197 | 0,202 | 0,138

Nota. La concentracién por el método de Folin Ciocalteu se encuentra expresada en mg GAE/g

dw, mientras la de flavonoides en mg QE/g dw.
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Tabla 10

Tabla de contingencia de promedios para determinar compuestos fenélicos

Métodos para determinar compuestos fendlicos

Folin Ciocalteu Flavonoides
Variedad Coffea arabica L. 1,298 0,076
de café | Coffea canephoralL. 1,992 0,179

Nota. Se presenta un promedio de la concentracion por el método de Folin Ciocalteu expresada

en mg GAE/g dw, mientras la de flavonoides en mg QE/g dw.

En la figura 12 se evidencia que en la variedad Coffea canephora L. presento valores
mas elevados que Coffea arabica L. en los 2 métodos de determinacién de compuestos
fendlicos, destacdndose el método Folin Ciocalteu en Coffea canephora L. con un valor de

1,992 mg GAE/g dw como se observa en la tabla 10.

Figura 12

Variedad de café vs Métodos para determinar compuestos fenélicos
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Figura 13

Métodos para determinar compuestos fendlicos vs Variedad de café
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Métodos para determinar compuestos fenélicos

Andlisis de varianza
Se utilizd el programa INFOSTAT para analizar los datos obtenidos, arrojando los

siguientes resultados:

La concentracion de compuestos fenoélicos obtenida en el café es completamente
dependiente (R>=97%) de la variedad y el método empleado como se observa en la tabla 11,
mencionando que la precisién del modelo es del 97% para el andlisis con un F 35 =84,40y p

<0,0001; p=3,84*10** valor obtenido utilizando el programa RStudio.

Como se observa en la tabla 11, el coeficiente de variaciéon CV obtenido es 19,61, al ser

un valor mayor a 12, disminuye las posibilidades de cumplir el supuesto de homocedasticidad.
Dos datos analizados a continuacion corresponden a la tabla 11.

Analizando las variedades de café empleadas Coffea arabica L. y Coffea canephora L.
estas mostraron diferencias significativas al evaluar la concentracion de compuestos fendlicos

con un F g =15,78 y p=4,1*103.



Analizando los métodos empleados para evaluar la concentracion de compuestos

fenolicos, Folin Ciocalteu y Flavonoides; mostraron diferencias significativas con un F (1 g)

=228,73 y p <0,0001; p= 3,61*10" valor obtenido utilizando el programa RStudio.

Analizando la interaccién producida entre las variedades de café y los métodos

empleados; mostraron diferencias significativas al evaluar la concentracién de compuestos

fendlicos con un F (18 =8,68 y p=0,0185.

Tabla 11

Andlisis de varianza para compuestos fendlicos
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Analisis de la varianza

Variable N R2 R2 Aj Ccv
Compuestos fenolicos 12 0,97 0,96 19,61
Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo Ill)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 7,65 3 2,55 84,4 <0,0001
Variedad 0,48 1 0,48 15,78 0,0041
Método 6,91 1 6,91 228,73 <0,0001
Variedad*Método 0,26 1 0,26 8,68 0,0185
Error 0,24 8 0,03
Total 7,89 11

Supuesto de Normalidad

Como se observa en el apéndice B (1,2,3) se comprueba la normalidad relacionando el

diagrama de dispersion, Q-Q plot y la prueba de Shapiro Wilks obteniendo resultados que

cumplen el supuesto de normalidad con un p=0,1844.

Supuesto de Homocedasticidad

Esta prueba se comprob6 mediante el método de Levene (ver apéndice 4B),

obteniéndose un pvaior> 0,05 en la interaccién.
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Mediante el Test de Duncan se realiz6 una comparacion de la variedad y el método
empleado para determinacion de la concentracién de fenoles concluyendo que el método
Flavonoides no permite discriminar la diferencia existente entre la variedad de café con el
contenido fendlico, pero a su vez se indica que el mejor método empleado es Folin con la
variedad Coffea canephora L. F s =8,68 y p=0,0185. Todas las comparaciones realizadas
pueden observarse en el apéndice 5B, recordando que las letras diferentes presentan
diferencias significativas. Toda la informacién antes mencionada se encuentra resumida en la

figura 14.

Figura 14

Métodos para determinar la concentracion de fenoles vs Variedad de café

GRUPO A GRUPO B GRUPO C

C. arabica L.
Flavonoides C. arabica L. C. canephora L.

C. canephora L. Folin Folin
Flavonoides

\j

Nota. El mejor resultado obtenido en relacién a la concentracion de fenoles y la variedad
analizada, fue en Coffea canephora L. con la prueba de Folin Ciocalteu, mientras que los

resultados més bajos se determinaron en ambas variedades con la prueba de Flavonoides.

Cuantificacién de Cafeina

Como se observa en la tabla 12, la mayor concentracion de cafeina se obtuvo en la
variedad Coffea canephora L. con 18,0491 mg/g de fruto seco, representando 1,80%, mientras

en Coffea arabica L. se obtuvo 9,2860 mg/g de fruto seco representado el 0,92%.
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Tabla 12

Concentracion de cafeina en las variedades de café

Cafeina (mg/g de fruto seco) Porcentaje (%)
Variedad Coffea arabica L. 9,2860 0,92
de café Coffea canephora L. 18,0491 1,80

Nota. Los valores fueron obtenidos mediante HPLC-DAD y estan expresados en términos de
concentracion.

Figura 15

Cromatograma de Coffea arabica L.
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Nota. En un tiempo de 7,501 min se detecto la presencia de cafeina.
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Figura 16

Cromatograma de Coffea canephora L.
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Nota. En un tiempo de 7,005 min se detecto la presencia de cafeina.
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Capitulo V: Discusién

Los compuestos bioactivos especificamente los compuestos fendlicos comprenden una
gran fuente de antioxidantes de origen vegetal, ubicAndose en hojas, semillas, granos, raices y

corteza (Silva et al., 2020).

Segun Carvalho Neto et al. (2021) las semillas contienen altas concentraciones de
cafeina, polifenoles, flavonoides y triacilgliceroles, compuestos bioactivos con alta actividad
antioxidante y antimicrobiana, es por ese motivo que se ha utilizado los granos para la presente

investigacion.

Segun Thouri et al. (2017), la polaridad del disolvente favorece a la extraccion de
polifenoles, cuya extraccién éptima se obtiene en disolventes polares porque genera una mayor
eficiencia en el proceso de solvatacion como resultado de la interaccion entre los compuestos
antioxidantes y el solvente, corroborando la correcta utilizacion de etanol como solvente de

extraccion contribuyendo a la captacion de compuestos fendlicos y antioxidantes.

La composicién quimica del café depende de las técnicas de procesamiento en la etapa
de cosecha y los procesos industriales del café verde como el pre-tostado y tostado (Gobbi

et al., 2023).

Un aspecto importante que se debe considerar segun lo expuesto por Mitraka et al.
(2021) es que Coffea arabica L. a pesar de poseer una superior calidad y aroma; en su
composicion no estan presentes isbmeros menores de &cidos clorogénicos y diterpenos,

haciéndole susceptible a plagas como lo menciona Dethlefsen & Balk (2018).

Segun Jiménez (2014) la localidad de Cariamanga se encuentra a 1932 msnm, posee
una humedad del 66% y temperaturas que van desde los 2 hasta los 22°C, este fue el lugar de
donde se obtuvo la muestra de Coffea arabica L.y segun lo expuesto por Pérez (2022) y

Carranco (2022), se cumple las condiciones de altitud de cultivo, porque su altura de siembra
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esta entre 800 a 2000 msnm, mientras que la muestra de Coffea canephora L. se obtuvo de la
parroguia de Yamana ubicada a una altitud entre 956 msnm y 1640 msnm, una temperatura de
17 a 29°C y una humedad maxima de 65%; Pérez (2022) y Carranco (2022) mencionan que el
cultivo de esta variedad se encuentra entre 500 y 1200 msnm validando el cumplimiento de las
condiciones de cultivo. Ambas variedades se encuentran en la temperatura establecida por
café arabica se encuentra entre los 18 y 22°C, mientras que, para el café robusta, se sitla
entre los 22 y 26°C, asi como su humedad ya que se encuentre entre el rango de 60 a 80%,

segun lo explicado por Carranco (2022).

En la investigacion realizada por Bobkova et al. (2020), analizaron el porcentaje de
inhibicion de la actividad antioxidante por el método de DPPH, obteniendo para Coffea arabica
L. 62.28 + 0.78% y Coffea canephora L. 70.57 = 0.70%, en la presente investigacion se
obtuvieron valores de Coffea canephora L. de 78,82%, mientras que Coffea arabica L.
present6 39,19%, solo en Coffea canephora L.se obtuvo un valor cercano, pero ocurrié todo lo
contrario con Coffea arabica L. ya que el porcentaje obtenido fue de casi la mitad del realizado
en el estudio, esto puede deberse a errores técnicos, condiciones y distribucion geogréfica de

los cultivos o a la utilizacién de un diferente solvente para la extraccion.

Madhava Naidu et al. (2008), realizaron un estudio utilizando diferentes concentraciones
de isopropanol mas agua para verificar el porcentaje de actividad antioxidante con la
metodologia del DPPH, en muestras de café arabica se obtuvo del 76% al 92% de actividad
antioxidante, mientras en café robusta del 78 al 88%, con este analisis podemos afirmar que la
concentracion dependera de los solventes que se utilizan durante el proceso de extracciéon

siendo unos mas polares y por ende atraeran mas compuestos fendlicos.

Al analizar la actividad antioxidante y los métodos empleados para su determinacion, en
la prueba de ABTS se obtuvo para Coffea arabica L. y Coffea canephora L. 8,819y 12,479

MmolTRX/g fw respectivamente como se observa en la tabla 7, Mufioz et al. (2020) establece
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gue la actividad antioxidante en ABTS en grano verde debe encontrarse en un rango de 7,41—
31,44 umolTRX/g fw, en su investigacion se reporté el valor de 21,87 umolTRX/g fw, aunque el
valor es lejano al obtenido en la presente investigacion, mediante el rango de valores

presentado, estos son correctos ya que se encuentran en el rango antes mencionado.

Como se puede observar en la tabla 7, en el caso de la prueba de FRAP los valores
obtenidos fueron 25,183 y 36,567 umolTRX/g fw para Coffea arabica L. y Coffea canephora L.,
respectivamente. En la investigacion realizada por Mufioz et al. (2020) indica que los valores
deben encontrarse entre 6,26—43,66 umolTRX/g fw, en su investigacion reporto el valor de
21,04 umolTRX/g fw en granos verdes, valor cercano al que se obtuvo en la investigacion,
permitiendo concluir que los valores obtenidos son correctos al encontrarse en el rango

analizado.

Para la determinacién de compuestos fendlicos se utilizé el método de Folin Ciocalteu,
cuyos valores de concentracién encontramos en la tabla 9, obteniendo para Coffea arabica L.
una concentracion de 1,298 mg GAE/g dw y en Coffea canephora L. 1,992 mg GAE/g dw, estos
valores son muy distantes a los que obtuvo Mufioz et al. (2020), pues en su investigacion
plantea un rango de 9,90 a 35,27 mg GAE/g dw y su valor obtenido fue de 24,73 mg GAE/g dw,
estas variaciones pueden deberse a las condiciones edafoclimaticas y a la region de cultivo del

café y un posterior proceso de tostado como lo menciona Dybkowska et al. (2017).

En otro estudio realizado por Mannino et al. (2023) menciona que valores mas altos de
TPC siempre se midieron en las muestras de Coffea canephora obteniendo 3,88+0,22 mg
GAE/g, mientras que Coffea arabica tuvo 2,80+0,28 mg GAE/g, presentando una
concentracion menor en un 30%, aunque estos valores también difieren en los obtenidos en el
presente estudio son mas cercanos y también al realizar una relacidon de porcentajes los

valores reportados difieren en aproximadamente un 34%.
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En el estudio realizado por Tripathi et al. (2019) para determinar la concentracion de
flavonoides hace una comparacion entre los solventes utilizados en la extraccién de granos
verdes de café como agua, etanol y metanol, obteniendo los siguientes datos: 13,50+1,09 mg
QE/g; 68,70+1,68 mg QE/g; 55,12+1,50 mg QE/g respectivamente. Los valores antes
mencionados son muy superiores a los obtenidos en la presente investigaciébn como se observa
en la tabla 9, indicando que para Coffea arabica L. se obtuvo una concentracion de 0,076 mg
QE/g, mientras en Coffea canephora L. 0,179 mg QE/g, esto puede deberse a las condiciones

en las cuales se realiz6 el experimento o a la locacion de siembra de los cultivos.

La cafeina y el &cido clorogénico brindan varios beneficios a la salud, principalmente
estan relacionados con las propiedades antioxidantes, brindando proteccién contra el dafio
producido por los radicales libres y el estrés oxidativo a través de la donacién de atomos de

hidrogeno (Mitraka et al., 2021).

Analizando la compaosicidn fitoquimica, Gobbi et al. (2023) menciona que las semillas o
granos de café contienen un promedio de cafeina entre el 0,3% y 2,7%, destacando que el café
Robusta contiene el doble de cafeina que el Café Arabica, poseen aproximadamente 1,5-2,5%
y menos de 1,5%, respectivamente (Clifford y Willson, 1985); estos analisis e informacion
concuerda con los resultados que se obtuvieron porque en Coffea arabica L. se obtuvo una
concentracion de 9,2860 mg/g de fruto seco representado el 0,92%, mientras que en Coffea
canephora L. 18,0491 mg/g de fruto seco representando el 1,8%, el doble del café arabica

como lo mencioné Gobbi et al. (2023).
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Capitulo VI: Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

Cuando se comparé la accion de los tres métodos para determinacion de la actividad
antioxidante, el método DPPH para la variedad de Coffea canephora L. obtuvo mejor
resultado 85,869 umolTRX/g fw, mientras que los resultados mas bajos no se pudieron
discriminar entre el método ABTS para ambas variedades.

Entre los 2 métodos de determinacion de compuestos fendlicos, se destaco el método
Folin Ciocalteu en Coffea canephora L. con un valor de 1,992 mg GAE/g dw.

Coffea canephora L. obtuvo una concentracion de cafeina del 18,0491 mg/g, siendo
superior a Coffea arabica L.

En los 3 factores analizados Coffea canephora L., obtuvo mejores resultados que

Coffea arabica L.

Recomendaciones

Es recomendable realizar mas estudios enfocada a diferentes partes de la planta de
café y en diferentes estadios del fruto para obtener mayor robustez en informacion.
Realizar la extraccion en diferentes solventes para evidenciar la variacion con los
valores obtenidos en la presente investigacion.

Realizar el analisis de HPLC para identificar los compuestos presentes en los extractos

mediante el valor de su factor de retencion (rf).
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