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RESUMEN

En el presente trabajo el objetivo principal fue realizar los analisis del contenido de
cafeina, acidos clorogénicos y capacidad antioxidante de café proveniente de las 8 regiones
establecidas de Guatemala en tres preparaciones diferentes, café hervido, percolado y
expreso. Para la realizacion de este proyecto se llevo a cabo un andlisis de pH, de color por
colorimetria y de determinacion de cafeina y &cidos clorogénicos por cromatografia liquida
de alta presion (HPLC). Para la determinacion de la capacidad antioxidante se utilizé el
método de DPPH y catecol para polifenoles. Al término de los analisis se pudo determinar
el método de extraccion que ofrecia mayor cantidad de estas propiedades, ademas de poder
cuantificar la concentracion de cada compuesto en cada café de las 8 regiones diferentes.
Se pudo concluir que el método que ofrecié mayor contenido de cafeina fue el de expreso;
el método que presentd mayor contenido de acidos clorogénicos y polifenoles fue el

hervido; y el que presentdé mayor capacidad antioxidante fue el método de percolado.

Vil



I. INTRODUCCION

El café es una de las bebidas mas consumidas alrededor de todo el mundo y existen
preparaciones distintas en las que se extrae el café con el objetivo de satisfacer un gusto o
el paladar. Las bebidas a base de café han cobrado cierta popularidad en la actualidad y sus
distintas preparaciones, como hervido, percolado y expreso, ofrecen variedades para todo
el publico consumidor. El café posee propiedades que hasta hace algunos afios se
empezaron a estudiar y que en la actualidad se consideran de beneficio para los
consumidores. Estas propiedades que se mencionan son: los efectos de la cafeina, los cuales
han sido estudiados pero ahora se tratan de relacionar con el contenido de otros compuestos
con actividad antioxidante; los efectos de los &cidos clorogénicos, los cuales poseen

actividad antioxidante y ofrecen grandes beneficios para los consumidores.

Guatemala es un pais productor de café y cuenta con 8 regiones productoras delimitadas
por Anacafé (Asociacion Nacional del Café) de las cuales se obtuvo una muestra y se
aplicaron analisis fisicoquimicos y cuantificacion de las propiedades de contenido de
cafeina, &cidos clorogénicos y polifenoles, determinacion de capacidad antioxidante, pH y
andlisis del color. Esto se realiz6 con la finalidad de conocer estas propiedades de los cafés

de las 8 regiones en una taza elaborada por diferentes métodos de preparacion.

Para esto se utilizaron muestras de café de las regiones de: Huehuetenango, San Marcos,
Fraijanes, Nuevo Oriente, Atitlan, Acatenango, Coban y Antigua. Las extracciones se
realizaron por métodos de hervido, percolado y expreso. Se analizé la concentracion de
cafeina y 4acidos clorogénicos por medio de cromatografia HPLC. El contenido de
polifenoles y capacidad antioxidante se determind por medio de espectrofotometria
utilizando reactivo Folin-Ciocalteu y DPPH, respectivamente. Para el analisis de pH se
utilizd6 un potenciometro y en el caso del anélisis de colorimetria se utilizo el método de

HunterLab con un colorimetro.



Al término de los analisis se pudo determinar que el método de extraccidén que ofrecia
mayor contenido de cafeina fue el método de expreso. EI método que presentd mayor
contenido de &cidos clorogénicos y polifenoles fue el de hervido. El tipo de extracto que

presentd mayor capacidad antioxidante fue el método de percolado.



II. ANTECEDENTES

A. Consumo de café a Nivel Mundial

En la actualidad el café es la bebida mas consumida en los paises desarrollados, como
lo son los paises de Europa y los Estados Unidos. La tendencia del consumo de café ha
crecido enormemente y muchas personas poseen la costumbre o el habito de tomar café
durante el dia. Dentro de los paises donde méas café se consume se encuentran: Finlandia,
con un consumo de 12kg de café por persona al afio; Noruega, con un consumo de café de
alrededor de 10kg por persona al afio; Suecia, con un consumo de 8.4kg por persona al afio
y Holanda, con un consumo de 8.2kg por persona al afio. En Alemania se consume 6.4kg
por persona al afio; en Italia se consumen 5.9kg de café por persona al afio; en Espafia, la
cual ocupa el puesto 19 del ranking mundial, se consumen 4.5kg y en Estados Unidos, que

ocupa el puesto 20, se consumen 4.1kg de café por persona al afio. (Blanco, 2012)

El consumo de café gourmet también present6 crecimiento, ya que en el afio 2011
representaba el 37% de todas las tazas consumidas en Estados Unidos, subi6 a un 54% en
el afio 2012 de todas las tazas consumidas en ese pais. En el &mbito de los tipos de café, el
café gourmet presentd el mayor salto, ya que se consume mas bebidas de café de este tipo
que del tipo tradicional debido a una sofisticacion del paladar provocada por los
distribuidores de este tipo de bebidas. (Blanco, 2012)

Con el crecimiento y desarrollo que representa la industria del café, no solo en su
produccidn sino que en su venta existen cadenas especializadas en las bebidas de café de
nivel internacional. La mas representativa de estas cadenas es Starbucks, la cual se ha
expandido en mercados de distintos continentes como Norte América, parte de Centro
América, Europa y Asia. Pero en este negocio Starbucks no se encuentra solo, y compite
con cadenas como McCafé de McDonald’s, Burguer King y Dunkin’ Donuts. En la
actualidad McCafé se encuentra presente en 40 paises y ofrece bebidas de café que tienen

la aprobacion y aceptacion de una porcidn alta de los consumidores. Tanto Starbucks como



McDonald’s cuentan con sus mezclas propias de café y estdn asociados con los mayores
especialistas de café del mundo. Segun un estudio realizado por la revista Consumer
Reports en marzo de 2007, se determin6 que el café de McDonald’s tenia un mejor sabor y

era menos costoso que el de Starbucks, Burguer King y Dunkin’ Donuts. (Blanco, 2012)

Debido a este movimiento marcado de consumo de café de alta calidad se ha visto un
cambio en la produccion, preparacion y consumo alrededor del mundo. En el caso de los
paises productores se observo un crecimiento de 3.9% entre los afios 2004 y 2008. En
cuanto a los paises consumidores se observé un incremento en el consumo de café expreso
de 14.48% a 29.39% entre los afios 2002 a 2009. Esto ya que se tenia la costumbre de
consumir café elaborado en percoladora pero que era de pobre preparacion y no tenia
caracteristicas sensoriales adecuadas, por lo que el consumidor estadounidense esta
cambiando del café percolado a bebidas més elaboradas de tipo gourmet como lo es el café
expreso. En el caso de México para el afio 1994 se tenia un consumo de café de 0.5kg de
café por persona al afio, este se incrementd para el afio 2009 a 1.2kg de café por persona al
afo. (Hernandez, 2011)

Figura No. 1: Consumo de café en taza en Estados Unidos en los afios 2010 y 2011.
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Actualmente, el desarrollo y cambios en las tendencias de consumo de café han

conllevado a la implementacion de mayores cuidados en la preparacion de la bebida de



café, tales como: el mejoramiento de los métodos de preparacion, las dosificaciones, el

tiempo de extraccion, la calidad del agua, las temperaturas de preparacion, los tiempos y

los equipos. También el desarrollo de mejores manejos en el momento del empaque, el

tueste, el cual es importante para el desarrollo de las caracteristicas sensoriales y quimicas,

la molienda y el almacenamiento. (Hernandez, 2011)

1. Presentaciones de café preferidas en Europa. Dentro de las preferencias en Europa

para el consumo de café se tienen las siguientes:

Café tostado molido: se utiliza para cafeteras y es el principal tipo de café
consumido en Europa. (Chavarria, 2010)

Café tostado en grano: se vende para consumo en casa por el incremento en el
uso de maquinas de expreso y cappuccino. Se vende en comerciales y
cafeterias. (Chavarria, 2010)

Café descafeinado: ha perdido popularidad y consumo desde que los europeos
ya no se preocupan por el consumo de cafeina. Todavia representa alrededor
del 10% de ventas de café. (Chavarria, 2010)

Café instantaneo: el consumo de este varia dependiendo del pais europeo. En
los paises donde se consume café gourmet o especializado ha disminuido el
consumo de este.

Café listo para beber: ha ganado popularidad debido a que es rapido y esta listo,
se consume de preferencia frio. (Chavarria, 2010)

Café saborizado: en un nicho de mercado en crecimiento. Se encuentra en el
mercado con mas de 150 sabores como vainilla, nuez y frutas. (Chavarria,
2010)

2. Principales tendencias de consumo en el mercado. Dentro de las tendencias de

consumo de café se tienen las siguientes:

El uso de maquinas domésticas para la molienda del café y consumirlo de la
manera mas fresca es una moda que esta ganando popularidad. También el uso
de maquinas de expreso y cappuccino para utilizar en el hogar. (Chavarria,
2010)



e La introduccion del “Nespresso” de Nestlé, que es una maquina para preparar
expreso, representa un aumento en las ventas de café. (Chavarria, 2010)

e Fl desarrollo de una “Cultura de Café”, la cual inici6 con la entrada de
Starbucks en varios paises. (Chavarria, 2010)

e La creacion y desarrollo de ambientes de “celebracion del café” que permita
convivencia y degustar a los consumidores, principalmente jovenes, que son
los mayores compradores. (Chavarria, 2010)

e Unatendencia en el alza por el café en grano organico, da origen a un elevado
interés por el Café Arabigo para la elaboracion de expreso. (Chavarria, 2010)

e La creacion de una certificacion llamada “Impatto Zero”, que es una

certificacion en emisiones de CO> proveniente de Italia. (Chavarria, 2010)

B. Consumo de café en Guatemala

De acuerdo con la Asociacion Nacional del Café (Anacafé) en Guatemala el consumo
de café por persona es de 138 tazas al afio, una cantidad muy baja en comparacion con el
consumo de otros paises que no son productores de café. A pesar de esto existe una
tendencia o un movimiento hacia el incremento del consumo interno de café,

principalmente del sector de los jovenes. (Luna, 2011)

Este cambio inici6 en Guatemala hace unos 5 o 10 afios, se menciona en el articulo, ya
que debido a las tendencias que ocurren alrededor del mundo y la adopcién de costumbres
de paises desarrollados en el ambito del consumo de café gourmet provocd que las
cafeterias y lugares para consumir café evolucionaran y cambiaran su punto de vista en

cuanto a la venta regular de café. (Luna, 2011)

A partir de este cambio se dio la introduccién de una tostadora importante
internacionalmente, como lo es Starbucks. Esta introduccién se dio ya que las cafeterias y
lugares de venta de café tenian cierto desarrollo y cubrian una necesidad de consumo que

no se habia explotado y que llama la atencion de marcas internacionales. (Luna, 2011)



Actualmente estos lugares son llamados como “La tercera opcion”, esto debido a la
“cultura de café” desarrollada en el pais, porque es un lugar en el que las personas pueden
juntarse y socializar con amigos o comparieros de trabajo y no es un ambiente de trabajo o
un ambiente como la casa. Por lo que todos estos factores permiten cambiar la forma y
costumbres de consumo del café, no solo en el lugar de consumo, sino en el tipo de café
como lo son los cafés gourmet. Esto aumenta el consumo interno de café y crea una
demanda en la que se exige calidad del café interno y promueve el desarrollo de otra cultura
de consumo. (Luna, 2011)

C. Regiones de café en Guatemala

En Guatemala se producen cafés de alta calidad y cotizados en el mercado
internacional. Se ha llegado con esto a realizar una clasificacion de origen, la cual indica
su calidad. Para esta clasificacion por regiones la Asociacién Nacional del Café (Anacafé)
ha clasificado o determinado 8 regiones de las que puede provenir el café de Guatemala.
Estas regiones son: Acatenango, Antigua, Atitlan, Coban, Fraijanes, Huehuetenango,

Nuevo Oriente y San Marcos. (Anacafé, 2013)

El café perteneciente a cada region tiene distintas condiciones climaticas, de suelo,
altura, tipo de grano y especie de café; ademas de esto cada region presenta caracteristicas
en taza diferentes. En el caso de estas caracteristicas se encuentran las siguientes:

e Acatenango: la taza presenta marcada acidez, aroma agradable y suave, cuerpo

balanceado y limpio y reacio persistente. (Anacafé, 2013)

e Antigua: la taza presenta un balance entre aroma y sabor dulce. (Anacafé, 2013)
e Atitlan: la taza es muy aromatica, presenta alta acidez citrica y mucho cuerpo.

(Anacafé, 2013)

e Coban: la taza tienen trazas frutales, cuerpo fino y balanceado, posee aroma suave.

(Anacafé, 2013)

e Fraijanes: la taza presenta alta acidez y un reacio, es aromatica y posee un cuerpo

moderado. (Anacafé, 2013)



e Huehuetenango: la taza presenta una acidez fuerte y tiene trazas avinatadas. (Anacafé,
2013)

e Nuevo Oriente: la taza es balanceada, posee mucho cuerpo y sabor achocolatado.
(Anacafé, 2013)

e San Marcos: la taza presenta trazas florales en su aroma y sabor, fuerte acidez y cuerpo
marcado. (Anacafé, 2013)

D. Capacidad antioxidante del cafe

La actividad antioxidante de los granos de café y bebidas de café ha sido conocida por
un largo tiempo y ha sido evaluada usando diferentes métodos. Varios estudios indican que
un contenido alto de polifenoles en el café juega un papel importante en una fuerte accién
antioxidante. La concentracion de polifenoles altamente activos en granos de café verde es
influenciada por las especies y por su origen, en el caso de las bebidas de café depende del
procedimiento de preparacion. (Cammerer, 2005)

Durante el tostado los compuestos fenolicos son parcialmente degradados y pueden
enlazarse a estructuras poliméricas dependiendo de las condiciones del mismo. Una
relacion positiva pero no lineal fue encontrada entre la cantidad de &cidos clorogénicos que
quedaban luego del tostado y la actividad antioxidante del grano. Las melanoidinas
formadas durante el tostado por la reaccion de Maillard son también conocidas como
antioxidantes. Los mecanismos de la accion antioxidante de las melanoidinas son atribuidos
principalmente a reacciones que involucran radicales, como, la captura de radicales
hidroxilo, la habilidad para romper mecanismos en cadena de radicales o la captura de

oxigeno. (Cammerer, 2005)

Se ha demostrado, a traves de evidencia experimental, que las bebidas a base de café o
café preparado poseen altas propiedades antioxidantes y aunque durante el tostado de los
granos de café se pierden muchos de los compuestos fendlicos propios del mismo, las

propiedades antioxidantes del café preparado se mantienen o se mejoran debido al



desarrollo de compuestos con estas caracteristicas que son productos de la reaccion de
Maillard. (Anese, 2002)

La dieta puede jugar un papel importante en la prevencion de ciertas enfermedades
como cancer, enfermedades vasculares, hipertension y obesidad. Las enfermedades
cronicas como la ateroesclerosis y el cancer, dos causas principales de muerte en paises

desarrollados, son asociadas al dafio oxidativo. (Andueza, 2004)

Estudios epidemiologicos afirman que el consumo de alimentos con alto porcentaje de
compuestos antioxidantes puede disminuir el riesgo de enfermedades cronicas. En una gran
variedad de alimentos tratados con calor como el café, la capacidad antioxidante se debe a
la contribucion de los antioxidantes naturales del café y los inducidos por el tratamiento
con calor. (Andueza, 2004)

Se le han atribuido propiedades antioxidantes fuertes a las bebidas a base de café
debido a la presencia de compuestos fenolicos naturales y propios del café como los acidos
clorogénicos, acido cafeico, acido feralico y acido cumarico. También se atribuye esto a
las estructuras polifendlicas formadas a través de reacciones de pardeamiento no
enzimatico durante el proceso de tostado del café. Ademas de esto, la cafeina parece
contribuir en la actividad antioxidante general del café. (Andueza, 2004)

En otros estudios se demostré que el café actia como pro oxidante in vitro. Estos
resultados aparentemente contradictorios pueden explicarse, considerando que
dependiendo del grado de pardeamiento no enzimatico, los prooxidantes y los antioxidantes
pueden formarse. En el caso de la reaccion de Maillard, que es la mas importante en el
pardeamiento no enzimatico, las etapas iniciales son las responsables de la formacion de
compuestos pro oxidantes, mientras que en las etapas avanzadas o finales los compuestos
antioxidantes son los que prevalecen. En algunos estudios se atribuyé la actividad pro
oxidante a la degradacion térmica de los polifenoles, asi como también se observo que la
capacidad antioxidante y pro oxidante se ve influenciada por la variedad del café. El café

verde contiene diferentes contenidos de &cidos clorogénicos y otros compuestos
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polifendlicos, los cuales actan como potentes antioxidantes, dependiendo de la especie del
café. Se han hecho estudios de la influencia de la variedad del café en la capacidad
antioxidante y se observaron diferencias entre las propiedades antioxidantes del café
Ardbica y Robusta. (Andueza, 2004)

Algunos estudios han sido llevados a cabo para evaluar la influencia de los procesos
de tostado en la capacidad antioxidante. En el proceso de tostado el café se somete a una
gran variedad de cambios y reacciones quimicas. Los antioxidantes naturales son
degradados con la aplicacion de altas temperaturas, pero la actividad antioxidante puede
ser mantenida debido a la formacion de compuestos con propiedades antioxidantes,
producto de una reaccion de Maillard avanzada. Ya que el desarrollo de la reaccion de
Maillard parece jugar un papel clave para contrarrestar el efecto de la degradacion térmica
de los fenoles naturales del café, se espera que la capacidad antioxidante general del café
tostado dependa estrictamente en el grado de desarrollo de la reaccion de Maillard durante
el tostado. (Andueza, 2004)

E. Acidos clorogénicos en el café

La reaccién de Maillard es una reaccion dominante durante el tostado del café ya que
es la que se desea para obtener las caracteristicas sensoriales del mismo. A partir de esta
reaccion se forman las melanoidinas las cuales son moléculas de alto peso molecular. El
contenido de melanoidinas en un café preparado o bebida de café se estimd en un 25% de
materia seca. Esta molécula no estd completamente estudiada debido a su composicién
quimica compleja pero una propiedad importante que si se ha determinado es que posee
actividad antioxidante, esto se cree debido a la incorporacion de acidos clorogénicos en la
molécula. (Bekedam, 2008)

Los acidos clorogénicos estan presentes en los granos de café y el mas abundante es el
acido 5-cafeoilquinico. Se ha determinado que el café verde Arabica contiene cerca de 7%
de &cidos clorogénicos y este valor decrece drasticamente hasta un contenido del 0.2%

luego del tostado. Esta disminucion tan drastica no se ha determinado el mecanismo
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totalmente, pero se sugiere que los acidos clorogénicos se transforman en compuestos del
sabor durante el tostado asi como también pueden incorporarse a la molécula de las
melanoidinas. (Bekedam, 2008)

Los &cidos clorogénicos, que son compuestos fenolicos solubles en agua y son
formados a través de la esterificacion de algunos acidos trans-cinamicos, se encuentran en
los granos de café y en el café tostado. Los principales subgrupos de isdbmeros de acidos
clorogénicos en el café son los acidos cafeoilquinicos, &cidos feruloilquinicos, acidos
decafeoilquinicos y pequefias cantidades de acidos p-cumaroilquinicos. Se conoce que
estos componen entre un 4 a 12% de la materia seca del café y son responsables de
contribuir en la acidez, astringencia y amargura final de las bebidas de café. Esta amargura
incrementa debido a la liberacion de &cido cafeico y la formacién de lactonas durante el

tostado, proceso en el cual se generan componentes del sabor y el aroma. (Farah, 2006)

Los &cidos clorogénicos y sus lactonas no solo contribuyen al sabor del café, sino que
son compuestos con un potencial biofarmacoldgico importante para la salud de los
humanos. Algunos estudios relacionan a los &cidos clorogénicos con propiedades
antioxidantes debido a que se tiene pensado que poseen efectos positivos en enfermedades
cronicas degenerativas, en enfermedades cardiovasculares y cancer. Los acidos
clorogénicos han recibido especial atencion debido a la capacidad de incrementar la

utilizacion de la glucosa hepatica. (Farah, 2006)

Las cinamoil-1,5-y-quinolactonas son las lactonas principales de los A&cidos
clorogénicos en el café con un tueste regular y representan alrededor del 0.5% de la
composicién de la materia seca. Son generadas a partir de los acidos clorogénicos por la
pérdida de una molécula de agua y la formacién de un enlace éster intramolecular durante
el proceso de tostado. En un estudio realizado en ratas se observo un efecto hipoglicémico
y efectos relacionados con el funcionamiento del cerebro, ya que crea un antagonismo del
receptor p opioide y el transportador de la adenosina. (Farah, 2006)

El anélisis cuantitativo de los &cidos clorogénicos en poblaciones extensas debe ser

preciso, imparcial, rapido y de bajo costo. Un método de este tipo permite la reduccion del
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tamano de la muestra sin perder precision. En el caso que sea imparcial o no presente ningun

sesgo, permite realizar estimaciones basandose en un valor promedio verdadero. (Ky, 1997)

El procedimiento experimental para el analisis de &cidos clorogénicos se divide en tres
pasos, los cuales son: extraccion, purificacion y separacion, y cuantificacion de los
isdmeros por medio de cromatografia liquida o HPLC. En el caso de la extraccion,
separacion y cuantificacion, estas dependen directamente de la capacidad y caracteristicas
quimicas dptimas de los reactivos o los solventes. En el caso de la purificacion pueden
utilizarse varios métodos pero estos deben escogerse de acuerdo o en términos de su

precision y eficiencia. (Ky, 1997)

Dentro de algunos métodos desarrollados a través de estudios para la determinacion de
acidos clorogénicos se puede mencionar la cromatografia liquida o HPLC, electroforesis
capilar y cromatografia electrocinética de Miceller. Estos métodos son excelentes para la
determinacion y cuantificacion de los acidos clorogénicos, pero son criticados por ser
tediosos, extensos en cuanto al tiempo de la prueba y algunos son limitados para volumenes

grandes de muestra y requieren mucho tiempo para que reaccionen. (Belay, 2011)

Existen otros métodos desarrollados que no solo caracterizan de manera cuantitativa
sino cualitativa también, dentro de estos métodos estan la espectrofotometria UV/vis y la

espectroscopia fluorescente. (Belay, 2011)

F. Cafeina en el café

La cafeina se encuentra en varios tipos de alimentos y bebidas que se consumen
diariamente. Posee propiedades con efectos fisiolégicos como la relajacion de los musculos
de los bronquios, estimulacion del sistema nervioso central, como el bloqueo de la
adenosina, provee de un estado de alerta, secrecion de acido gastrico y diuresis. La
concentracion in vivo de cafeina es importante en sus efectos en desordenes como
enfermedades cardiacas, carcinogénesis, malfuncionamiento o deficiencia renal y asma.

Ademas de esto, el andlisis quimico de cafeina en granos de café es una herramienta para
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evaluar la calidad del café. Se han reportado altos contenidos de cafeina de muestras de alta
calidad con muestras de café Arabica. Debido a esto es de gran interés el establecimiento
de un método analitico répido y barato para la determinacion de cafeina para un rango
amplio de efectos fisioldgicos en el organismo humano y en control de calidad. (Belay,
2007; Nehling, 2003)

Las bebidas con cafeina se consumen mucho por el efecto estimulante de este
compuesto. Algunos estudios han relacionado el consumo de cafeina con problemas de la
salud, pero la evidencia es escasa y este compuesto se mantiene como un compuesto GRAS
(Generally Recognized As Safe) por la FDA. La falta de evidencia en estudios previos se
debe principalmente a que los estudios epidemioldgicos realizados relacionan o realizan
una equivalencia de consumo de cafeina con la cantidad de tazas de café consumidas,
ignorando como un factor importante e influyente en el contenido de cafeina de la bebida
el método de preparacién. Debido a esto hay una falta de estudios en los que se demuestre
la influencia de los métodos de preparacion de café en el contenido de cafeina de la bebida.
(Bell, 1996)

Algunos documentos como la Base de Datos de Nutrientes para Estandares de
Referencia de la USDA lista que el café preparado contiene una cantidad promedio de 58mg
de cafeina/100g de café que es aproximadamente 103mg de cafeina/177mL de café, estos

valores pueden variar dependiendo del método de preparacion. (Bell, 1996)

Existen muchas diferencias en los métodos de preparacion de café, los cuales pueden
influenciar el contenido de cafeina consumida. La molienda del café y la relacién de agua-
café, asi como la cantidad de agua y el volumen de café preparado son factores que varian
el contenido de cafeina en la bebida de café. (Bell, 1996)

Existen varios métodos quimicos y fisicos desarrollados para la determinacion de
cafeina en el café y para otras bebidas. Dentro de esta variedad de métodos y técnicas
analiticas encontramos la espectrofotometria derivativa, la cromatografia liquida o HPLC,
la transformada infrarroja de Fourier, espectrofotometria de reflectancia NIR,

espectroscopia de Raman y electroforesis capilar. (Belay, 2007)
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1. MARCO TEORICO

A. Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que cuando estan presentes en los alimentos o en el
cuerpo humano a bajas concentraciones provocan un retraso marcado en la oxidacion de un
sustrato oxidable o previenen la oxidacion de este sustrato. En la industria de los alimentos
se han aplicado antioxidantes de grado alimenticio para prevenir el deterioro de la calidad
de los productos y que estos mantengan su valor nutricional. Los antioxidantes también son
de interés para los bioquimicos y los profesionales de la salud ya que estos pueden ayudar
al organismo a protegerse contra el dafio causado por especies de oxigeno reactivas y

enfermedades degenerativas. (Shahidi, 1997)

Se conoce que los antioxidantes actdan en diferentes niveles en la secuencia oxidativa
involucrando moléculas de lipidos. Los antioxidantes pueden actuar disminuyendo la
concentracion de oxigeno, interceptando el oxigeno singlete, previniendo el inicio de la
primera cadena de reaccion por medio de la captura de los radicales iniciales como los
radicales hidroxilo, enlazando catalizadores de iones metalicos, descomponiendo productos
primarios a compuestos no radicales y provocando un rompimiento de las reacciones en

cadena previniendo la abstraccion continua de hidrégeno de los sustratos. (Shahidi, 1997)

Los antioxidantes naturales de fuentes dietéticas o parte del consumo regular de una
persona incluyen a los fenoles y compuestos fendlicos, quelantes, vitaminas antioxidantes
y enzimas, carotenoides y carnosina. La presencia de los antioxidantes en plantas vivas
puede ser en aras de proteger tejidos de dafios por golpes o lesiones. Los efectos benéficos
del consumo alimentos vegetales han sido atribuidos, en parte, a la presencia de
antioxidantes en las plantas y que son asociados a efectos benéficos contra muchas
enfermedades cardiovasculares, cancer y cataratas, entre otras enfermedades degenerativas.
(Shahidi, 1997)

15
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El proceso de autooxidacion y el desarrollo de rancidez in los alimentos involucra una
cadena de mecanismos de los radicales libres que se compone de tres pasos, la iniciacion,
la propagacion y la terminacion. En el paso de la iniciacion se producen los radicales libres;
estos radicales producidos reaccionan con los acidos grasos insaturados por medio de la
abstraccion de un atomo de hidrogeno de la molécula en el paso de propagacion. El paso
de propagacion crea una reaccion en cadena hasta que se da una terminacién o termina la
reaccion. (Shahidi, 1997)

Figura No. 2: Mecanismo de autooxidacion y propagacion de radicales libres.

Initiator
Initiation: LLH > [°

—:..
Propagation: L*+ 0, = LOO*
LOO®*+LH — LOOH +L*

Termination: LOO® + LOO® —
LOO®* +L*— non-radical products

L*+L°'—
(Shahidi, 1997)

Los antioxidantes interfieren con el mecanismo de oxidacion debido a una inactivacion
de los prooxidantes en el medio, como la captura de oxigeno singlete por los carotenoides
o lainactivacion de catalizadores de metales por la presencia de quelantes. Estas reacciones
causan un retraso en el comienzo de la oxidacion y la extension del periodo de iniciacion.
Los antioxidantes también pueden donar un atomo de hidrogeno o un electrén a los
radicales libres formados a partir de lipidos insaturados para dar estabilidad a los lipidos y
prooxidantes. (Shahidi, 1997)
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Figura No. 3: Mecanismo de interferencia de antioxidantes en la autooxidacion y

propagacion de radicales libres.

LOO®* + AH — LOOH + A®

A" +LOO" — _
non-radical products
A"+ A% >

(Shahidi, 1997)

En el cuerpo, los radicales libres pueden ser responsables de enfermedades y lesiones
de los tejidos, como, los pulmones, el corazén y el sistema cardiovascular, los rifiones, el
higado, el tracto gastrointestinal, la sangre, los ojos, la piel, los masculos, el cerebro y los
procesos de envejecimiento pueden verse alterados. Los oxidantes y radicales libres, que
son los mediadores de muchos desérdenes, son especies muy reactivas formadas a partir de
oxigeno singlete, agua y moléculas lipidicas insaturadas. (Shahidi, 1997)

Por lo tanto, la peroxidacién de lipidos no es un problema Unicamente para la industria
sino para la salud humana también. El exceso de produccion de especies de radicales de
oxigeno, particularmente los radicales hidroxilo, pueden afectar las membranas lipidicas de
la célula para producir peréxidos de lipidos y especies reactivas de oxigeno que estan
vinculadas con una variedad de enfermedades y la aceleracion del proceso de
envejecimiento. (Shahidi, 1997)

B. Polifenoles

Los polifenoles son compuestos que tienen mas de un grupo hidroxilo fenolico
enlazado a uno 0 mas anillos bencénicos. Los compuestos fenolicos son caracteristicos en

plantas y se encuentran generalmente en forma de ésteres o glicésidos que como
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compuestos libres. Es importante tomar esto en cuenta si el objetivo es su extraccion de los

tejidos vegetales. (Vermerris, 2008)

1. Clasificacion. El término de fenoles cubre un grupo amplio y diverso de compuestos
quimicos. Estos compuestos pueden ser clasificados de diferentes maneras. Una forma de

clasificacion se basa en el nimero de carbonos en la molécula. (Vermerris, 2008)

Figura No. 4: Clasificacion de compuestos fendlicos.

Structure Class

Ce simple phenolics

Cs-C,4 phenolie acids and related compounds
Cy-Cs acetophenones and phenylacetic acids
Cs-Cs cinnamic acids, cinnamyl aldehydes, cinnamyl alcohols
Cp-0Cy cowmarins, 1Isocoumarins, and chromones
Cy;5 chalcones, aurones, dihvdrochalcones
Cis flavans

Cis flavones

Cis flavanones

Cis flavanonols

Cys anthocyanidins

Cis anthocyanins

Cao billavonyls

CeC-C, Cp-Co-Cy benzophenones, xanthones, stilbenes

Ce Cro. Cya quInNones

Cig betacyanins

Lignans, neolignans
Lignm

Tannins
Phlobaphenes

dimers or oligomers
polymers

oligomers or polymers
polymers

(Vermerris, 2008)

2. Acidos cinamicos. Existen seis 4cidos cinamicos comunes que tienen un esqueleto
Ce-Cs. Todas las plantas probablemente contienen tres de estos. Dentro de estos se muestran
los siguientes en la imagen No. 4; el &cido cinamico (1.12), acido p-cumarico (1.13), acido
cafeico (1.14), &cido ferulico (1.15), &cido 5-hidroxiferalico (1.16) y el acido sinapico
(1.17). (Vermerris, 2008)

Figura No. 5: Acidos cindmicos.
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(Vermerris, 2008)
Los &cidos cinamicos se encuentran en las plantas cominmente como ésteres de

acido quinico, acido shikimico y &cido tartarico. Un ejemplo de esto son los &cidos

clorogénicos, que son un éster de acido cafeico y acido quinico. (Vermerris, 2008)

C. Acidos clorogénicos
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Los acidos clorogénicos son un grupo importante de los acidos fendlicos simples, estos
comprenden ciertos ésteres de acido quinico. Estos acidos representan entre el 7% y 10%
de la materia seca del grano verde del café, el cual es una de las principales fuentes de estos
compuestos; a pesar de contener tal cantidad de &cidos clorogénicos, al momento de tostar

el café se producen reacciones quimicas que los degradan o los pierden. (Gil, 2010)

El acido 5-cafeoilquinico, es un éster del acido cafeico y del acido quinico y es el mas
abundante en el café. El &cido cafeico se absorbe facil y rapidamente en el estbmago y entra
al intestino delgado, a excepcion de cuando se encuentra en su forma esterificada. En el
caso de encontrarse en su forma esterificada se absorbe parcialmente en el intestino delgado
y en el grueso. La absorcion de los acidos clorogénicos es de 2 a 4 veces menor que la del
acido cafeico. (Gil, 2010)

Estos acidos son responsables del sabor y la pigmentacion del café tostado; ademas de
esto su solubilidad en agua le permite ser un buen candidato para la evaluacion de calidad
del café por medios quimicos. Estos compuestos también estdn relacionados y son
responsables de los efectos en la reduccion de riesgo del padecimiento de enfermedades
oxidativas debido al contenido de un anillo fendlico en su estructura. También ofrece
proteccion a los dientes por medio de la formacion de una capa protectora contra bacterias.
(Solis, 2005)

Figura No. 6: Estructuras de los principales hidroxicinamatos en muestras de café.
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D. Cafeina
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La cafeina o 1, 3, 7-trimetilxantina es el compuesto responsable de las acciones

fisioldgicas del café y ejerce efectos no solo como estimulante sino sensoriales también, ya

que contribuye en el sabor amargo de esta bebida. Cuando se encuentra en los granos

verdes, esta forma un complejo poco soluble con los acidos clorogénicos, lo que evita

niveles de toxicidad para los tejidos de la planta. (Gil, 2010)

Al momento del tostado del café se consideraria esperar una disminucion de la

concentracion de cafeina en los granos, esto debido a que su temperatura de sublimacion es
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de 178°C, pero esto no ocurre, por el contrario se da un incremento en el porcentaje del
contenido de cafeina debido a la posible combinacién y reaccién de varios factores como,
el aumento de la temperatura de sublimacién, la baja difusion del vapor de cafeina a través
del grano y la pérdida de peso que se origina durante el tostado. (Gil, 2010)

Posee propiedades con efectos fisiologicos como la relajacion de los musculos de los
bronquios, estimulacion del sistema nervioso central, como el blogueo de la adenosina,
provee de un estado de alerta, secrecién de &cido gastrico y diuresis. (Belay, 2007; Nehling,

2003)

Figura No. 7: Estructura quimica de la cafeina.
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E. Cromatografia HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

(Belay, 2011)

La cromatografia liquida que utiliza un medio movil y un medio estacionario y es
pasada por una columna determinada para su separacion utilizando altas presiones. La
rapidez de distribucion esta controlada por difusion. Para reducir el tiempo y la difusion de
los movimientos de los componentes dentro de la columna se deben satisfacer dos criterios.
El primero es que el material de empaque esté finamente divido y tener regularidad esférica

para tener una homogeneidad éptima y densidad de empaque. El segundo criterio que se
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debe satisfacer es que la fase estacionaria debe ser una capa fina y uniforme para que no

haya estancamiento. (Christian, 2009)

1. Fases estacionarias. Las particulas mas utilizadas como fase estacionaria son las
particulas microporosas o difusivas, son permeables al disolvente. La superficie esta dentro
de los poros. Con esto la fase mévil se mueve de acuerdo a las particulas y se da la difusion
del soluto a la fase mdvil estancada en los poros y se da una interaccion entre las fases
estacionaria y movil; después de esto se lleva a cabo una difusion de salida del poro hacia
la fase movil. El uso de particulas pequefias reduce a su expresion mas pequefia la longitud
de la trayectoria de difusion y esto provoca el ensanchamiento de la banda. Las fases
estacionarias no polares enlazadas mas utilizadas en cromatografia de fase inversa son las
que poseen Cig y Cs. El C1g (octadecilsilano u ODS) es el mas utilizado y este es no polar.
(Christian, 2009)

2. Equipo para HPLC. Un equipo para anélisis con HPLC requiere cuatro elementos
principales, estos son:

a. Sistema de suministro de fase mdvil. En este sistema es imperativo el uso de
una bomba para alcanzar las altas presiones que se requieren para transportar la fase movil
y que haya movimiento en todo el sistema. Estas bombas generalmente también cuentan
con un medio para producir gradientes de elucidn. Los disolventes que se utilizan para pasar
a través del sistema deben ser puros y no contener gases con el fin de evitar la formacién
de burbujas, es importante que no ingresen burbujas al sistema ya que pueden dafiarlo o en
el caso de los andlisis puede generar picos falsos en el detector. (Christian, 2009)

Los flujos mas utilizados son de 1 a 2mL/min en columnas convencionales de
4.6mm de diametro interior. Los disolventes utilizados deben ser grado “HPLC”, esto
quiere decir que han sido filtrados en poros de 0.2um, esto para prolongar la vida atil de la

bomba y evitar rayado, contaminacion y obstruccion de la columna. (Christian, 2009)



24

La bomba que mas se utiliza en los sistemas de HPLC es la bomba reciprocante.
Esta tiene una camara cilindrica pequefia en donde se encuentra un piston que se llena con
la fase mavil y se vacia con un movimiento del piston. Este tipo de bombas presenta algunas
ventajas como contar con pequefio volumen dentro de ellas, capacidad de producir
presiones altas y son faciles de utilizar para realizar analisis con gradiente de elucion,
proporcionan flujos constantes e independientes de la viscosidad del disolvente o de la

contrapresion en la columna. (Christian, 2009)

b. Sistema de inyeccion de muestra. Estos sistemas generalmente se componen de
un anillo de acero inoxidable con seis conexiones diferentes, de las cuales una tiene
direccion a la columna. Este anillo cuenta con un cono mavil de teflon en su interior con
tres segmentos abiertos y cada uno de estos conecta un par de las conexiones externas. De
estas conexiones, dos de ellas se conectan a un circuito externo de muestras de volumen
conocido o fijo. Dependiendo de la colocacion del cono este puede permitir el flujo directo
del efluente a la columna y llenar el circuito con la muestra. Este cono luego se gira 'y se
cierra el circuito para que la muestra entre en la corriente de movimiento y sea barrida hacia
la columna. (Christian, 2009)

c. Columna. Estas se presentan en diferentes didmetros y longitudes dependiendo
de su aplicacion. En promedio los diametros internos son de 3.9 a 4.6mm. En su interior
estas columnas contienen las fases estacionarias de particulas con microporos y tienen una

cantidad de platos teoricos que dependen de la longitud. (Christian, 2009)

d. Detector. En HPLC se utilizan distintos tipos de detectores debido a que se
necesita que tengan una gran sensibilidad. Dentro de los detectores mas utilizados se
pueden mencionar los refractdmetros y detectores ultravioleta. El detector de refractometro
diferencial mide cambios en el indice de refraccion del eluyente debido a la presencia de
solutos cuando sale de la columna. Este detector es sensible a la temperatura y no puede

aplicarse en analisis con gradiente de elucién. (Christian, 2009)
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El detector ultravioleta es més selectivo, no es sensible a la temperatura, es mas
economico y puede utilizarse para mediciones con gradiente de elucidn, es sensible a la
presencia de compuestos organicos. Este detector no puede utilizarse con disolventes que
tengan absorcion en el rango UV o con compuestos que no absorban UV. (Christian, 2009)

Existe también un detector con arreglo de diodos el cual permite elaborar un
diagrama tridimensional de la informacion graficada en tiempo, longitud de onda y
absorbancia. Este detector permite la obtencion del espectro de absorbancia, el cual es una
informacién cualitativa de mucha importancia. Este detector permite la resolucion de
espectros solapados y proporciona la capacidad de separacion cuando un maximo

cromatografico consiste en dos 0 mas analitos. (Christian, 2009)

F. DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)

El DPPH o 1,1-difenil-2-picrilhidrazil es un radical libre muy estable utilizado para la
determinacion de la habilidad inhibitoria de varios antioxidantes. La utilizacion de este
método utilizando el compuesto DPPH es para evaluar la capacidad o la actividad
antioxidante. El antioxidante debe reaccionar con los radicales libres, tales como, radicales
hidroperdxidos generados de la peroxidacion de lipidos y finalizar o terminar con la
propagacioén de las reaccion de oxidacién en cadena. (Shahidi, 1997)

Figura No. 8: Mecanismo de reaccion de los antioxidantes con el radical DPPH.

(DPPH)* + HO-R-OH —+ (DPPH):H + HO-R-O'
HO-R-O" + (DPPH)" — (DPPH):H + O=R=0

(Shahidi, 1997)

El radical DPPH, que posee un color violeta oscuro, recibe un proton del antioxidante
y pierde el color y se convierte en una especie de DPPH protonado. Al utilizar este reactivo
es posible analizar la capacidad para capturar radicales libres del antioxidante por medio

de métodos de espectrofotometria. (Shahidi, 1997)
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La habilidad de los compuestos fendlicos para la captura de radicales DPPH se debe a
la habilidad de los mismos para donar hidrogeno. Esto sucede ya que el nimero de grupos
hidroxilo en la estructura de ciertos polifenoles, como las catequinas o teoflavinas, se
relaciona con la capacidad de donar hidrdgeno y por lo tanto esto incrementa o mejora su

capacidad de captura de radicales libres. (Shahidi, 1997)

G. Pardeamiento No Enzimatico

Se entiende por pardeamiento no enzimatico a un conjunto de reacciones quimicas
compleja que afecta componentes de los alimentos como proteinas y azucares. Estas
reacciones producen o provocan la formacién de pigmentos poliméricos de colores pardos
o0 negros llamados melanoidinas. Estas reacciones generalmente generan modificaciones en
el color, el olor y el sabor de los alimentos. Estas reacciones muchas veces son indeseadas
0 desfavorables para el alimento, pero en algunos casos estos cambios son deseados y le
dan caracteristicas especiales al producto. (Bello, 2008)

Estas reacciones pueden suceder durante los procesos tecnoldgicas de concentracion
de productos como leche o concentrados de frutas, procesos de pasteurizacion o durante
procesos de deshidratacién de carnes, huevos, leche, concentrados de frutas, concentrados
de pescado, entre otros. Estas reacciones no solo afectan las cualidades organolépticas de
los productos, sino que afectan también e incluso pueden perjudicar el valor nutritivo de
los productos y representar un factor limitante para la vida Gtil de los alimentos procesados.
(Bello, 2008)

Dentro de la industria, los efectos causados por el pardeamiento no enzimatico son
deseados en algunos casos como la formacion de la corteza del pan, la elaboracion de papas
fritas, el tostado del café, el sabor de las carnes asadas y fabricacion de cereales, entre otros.
En muchos de estos casos los resultados son similares y la cadena de reacciones es variada

y compleja, pero las modificaciones que se llevan a cabo son sobre los sustratos
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correspondientes siempre. Estos componentes o sustratos suelen ser los carbohidratos de
bajo peso molecular y aminoacidos, y de manera secundaria los compuestos carbonilos que
se forman durante el proceso de oxidacion de lipidos insaturados. En la reaccion del
pardeamiento no enzimatico intervienen reacciones diferentes y variadas, ademas de esto
depende de los sustratos disponibles para la reaccion y las condiciones en las que se
encuentre el alimento. Dentro de los mecanismos de reaccién del pardeamiento no
enzimatico se encuentran: la reacciéon de Maillard, la caramelizacion de los azlcares y la

oxidacion del acido ascorbico. (Bello, 2008)

1. Reaccion de Maillard. Esta reaccion consiste de un mecanismo global complicado,
por lo que se puede estructurar en cinco etapas. Dentro de estas cinco etapas estan la
condensacion azUcar-aminoacido, la transposicion de los productos condensados, la
formacion de estructuras insaturadas por separacion de atomos de hidrégeno, procesos de

fision y degradacion y la polimerizacion para dar lugar a las melanoidinas. (Bello, 2008)

a. Condensacion azucar-aminoécido. Consiste de la condensacion de la reaccion
entre los grupos carbonilos de los azucares reductores con los grupos aminos de los
aminoacidos y proteinas, produciendo asi las carbonilaminas o glucosaminas N-sustituidas.
Esta condensacion puede llevarse a cabo con cualquier azlcar reductor como las aldosas,
cetosas, disacaridos, acidos uranicos, entre otros. De esta condensacion resultan productos

muy inestables en medios acidos como lo son las bases de Schiff. (Bello, 2008)

La condensacion depende del pH de un modo complicado, ya que afecta la
velocidad de reaccion; la velocidad se inhibe si el pH de los medios es acido y se incrementa
la catalisis acida de los protones. La condensacion entre los grupos carbonilos y aminos
implica una menor disponibilidad de muchos aminoacidos del alimento y pérdida de
solubilidad y digestibilidad de las proteinas. Con esto se ve comprometido el valor nutritivo
del alimento ya que no cuenta con aminoacidos esenciales disponibles. (Bello, 2008)

b. Transposicién de los productos condensados. Los productos de la condensacion

sufren una transposicion y se pueden formar dos estructuras llamadas compuesto de
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Amadori y compuesto de Heyns. Esta transposicion se cataliza por las funciones
carboxilicas de los aminoacidos y resulta en la formacion de compuestos con baja
estabilidad. Las transposiciones llevadas a cabo en esta etapa son el primer paso irreversible
de este tipo de alteracion quimica. (Bello, 2008)

c. Formacion de estructuras insaturadas. En esta etapa se observa un alto grado de
insaturacion en los compuestos, esto proporciona una gran reactividad de los productos
secundarios. Esto conlleva a la formacion de compuestos dicarbonilicos insaturados que

son precursores de los polimeros pardos. (Bello, 2008)

d. Fision y degradacion. Esta etapa consiste de un mecanismo alternativo Ilamado
degradacion de Strecker. En este caso el aminoécido sufre una desaminacion y una

descarboxilacion con formacion de un aldehido. (Bello, 2008)

e. Formacion de melanoidinas. En las etapas anteriores se forman sustancias
reactivas como furfural y derivados, osulosas insaturadas, aldehidos de la degradacion de
aminoéacidos, aldehidos y cetonas formadas de la fision de las moléculas de carbohidratos.
De estas sustancias, las mas reactivas son los compuestos dicarbonilicos no saturados, luego
los compuestos dicarbonilicos tipo reductonas y de dltimo los aldehidos y cetonas alfa y
beta insaturados. (Bello, 2008)

Para la formacién de los polimeros de melanoidinas se tienen dos posibles
mecanismos. El primero se da a través de la formacion de un aldehido insaturado estable
que se forma de una reaccién catalizada por la presencia de un aminoacido. Los compuestos
carbonilos forman polimeros con los grupos aminos disponibles y se lleva a cabo un
mecanismo a través del cual se vinculan las proteinas del alimento a la estructura quimica
de los pigmentos pardos. De esta reaccion se obtienen compuestos complejos de alto peso
molecular llamados melanoidinas. (Bello, 2008)

El segundo mecanismo o la otra via posible del mecanismo se basan en la

formacion de reductonas por medio de una enolizacion para dar lugar a una transposicion
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de Amadori. Esta reaccion se favorece en medios basicos o donde la amina enlazada al
azlcar es muy basica. Esta reaccion se da en alimentos que poseen un pH cercano a 7.
(Bello, 2008)

Los compuestos resultantes de estas reacciones pueden reaccionar con
aldehidos o aminas y originar compuestos volatiles que aporten olores o0 aromas deseables
como en el caso de la elaboracion de chips de papa, en otros casos pueden producir olores
desagradables. (Bello, 2008)

2. Factores que condicionan el pardeamiento no enzimatico. Dentro de los factores
que influyen en el desarrollo y en la cinética de las reacciones del pardeamiento no
enzimatico se encuentran: sustratos, temperatura, pH, actividad de agua, condiciones

aerobicas y efecto de catalizadores, entre otros. (Bello, 2008)

a. Sustratos. Los sustratos especificos del pardeamiento no enzimatico son los
compuestos organicos con grupos carbonilos disponibles o libres como azUcares reductores
y aldehidos o cetonas formadas en el proceso de rancidez de lipidos insaturados. Los
compuestos que poseen grupos amino libres como aminoacidos y proteinas son
condicionantes de la reaccion de pardeamiento no enzimatico. La reactividad de los
sustratos estd regulada por la presencia de algun impedimento estérico. Los compuestos
mas reactivos suelen ser los compuestos carbonilos de bajo peso molecular y los que

responden a estructuras abiertas. (Bello, 2008)

b. Temperatura. La temperatura es un factor importante ya que la mayoria de las
reacciones del pardeamiento no enzimatico se caracterizan por necesitar una energia de
activacion alta, esto ya que la velocidad con la que se desarrolle la reaccion va a ser en
funcion de la temperatura. La velocidad de reaccion del pardeamiento enzimatico se duplica
por cada diez grados que la temperatura incrementa. (Bello, 2008)
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c. pH. La cinética de las reacciones del pardeamiento no enzimatico se tornan
complejas y su comportamiento es complicado ya que cada etapa de las reacciones del

mecanismo presenta valores de pH dptimos para reaccionar. (Bello, 2008)

d. Actividad de agua. La actividad de agua o la cantidad de agua disponible es
importante en el desarrollo de la reaccion de Maillard, esto ya que la velocidad de reaccién
aumenta de forma exponencial conforme aumenta la actividad de agua del alimento. En un
proceso de deshidratacion se tienen el riesgo de pardeamiento no enzimatico cuando se

alcanzan valores de actividad de agua inferiores al 20%. (Bello, 2008)

e. Condiciones aerdbicas. La presencia de oxigeno no es importante y no es
necesaria para llevar a cabo la reaccion de Maillard. Este afecta principalmente al

pardeamiento no enzimatico mediado por la oxidacion de acido ascorbico. (Bello, 2008)

f. Presencia de catalizadores. La presencia o ausencia de cationes metalicos afecta
el desarrollo de la reaccion de Maillard, esto ya que el efecto de algunos metales como el
hierro y el cobre aceleran y promueven los mecanismos de reaccion de pardeamiento por
medio de dicha reaccidn; mientras que en presencia de metales como el estafio el
pardeamiento se ve inhibido, esto junto con una combinacion de condiciones de pH
adecuadas para la actividad del metal. Los efectos de los metales se deben a cambios de
pH. (Bello, 2008)

Figura No. 9: Mecanismo de reaccion de Maillard.
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H. pH

Acido y Baésico son dos extremos que describen una propiedad quimica. La mezcla de
acidos y bases puede cancelar una a la otra o neutralizar sus efectos. Una sustancia que no
es acida ni basica es neutra. La escala de pH mide qué tan acidas o bésicas son las
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sustancias, esta va en un rango de 0 a 14. Un pH de 7 es un pH neutro, cuando es menor a

7 la sustancia es acida y si es mayor de 7 la sustancia es basica. (Ophardt, 2003)

La escala de pH es logaritmica y como resultado de esto, cada valor por debajo de 7 es
diez veces mas acido que el siguiente valor. Sucede lo mismo para los valores por encima

de 7, cada valor es 10 veces menos alcalino que el siguiente valor. (Ophardt, 2003)

Figura No. 10: Escala de pH.
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El pH se mide generalmente utilizando un pHmetro o potenciometro. Este es un aparato
electronico con un electrodo que se inserta en la solucion o muestra con pH desconocido.

El electrodo contiene una solucion acuosa acida dentro de una membrana de vidrio especial
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que permite la migracion de los iones H*. Si la solucién o muestra desconocida posee un
pH diferente al de la solucion dentro del electrodo se produce un cambio en el potencial

eléctrico y se registra el valor en el medidor del aparato. (Zumdahl, 2009)

I. Colorimetria

Se considera al color un compuesto caracteristico de tres dimensiones en las que se
encuentra un atributo de luminosidad y dos atributos crométicos llamados matiz y
saturacion. Debido a que el color es tridimensional se utiliza un sistema para representar el
color gréaficamente. El término solido de color es utilizado ampliamente para identificar
arreglos dimensionales que estan relacionados con los atributos visuales del color. (Hunter,
1987)

Cuando se analiza el color de una manera mas cuidadosa se percibe que un este
contiene una sombra de un determinado color mas que de otros. A esta caracteristica
generalmente se le llama matiz. Una especificacion de color consiste en mas que solo hacer
una designacion de matiz, esto ya que los colores de un mismo matiz difieren en la
concentracion, cuanto color hay. A esta diferencia de concentracion se le conoce como
saturacion y se traduce a palabras como profundidad, vividez y pureza. La saturacion es
mas sutil y menos obvia que el matiz. La saturacion puede tomarse como una medida de

qué tan diferente es el color del gris. (Hunter, 1987)

Imagen No. 1: Arreglos de los colores en el circulo matiz.
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(Hunter, 1987)

Los colores del arco iris ajustados en un circulo harian un circulo matiz. EI concepto o
dimension de saturacién puede incorporarse a este circulo si el centro del este es
considerado un gris neutral y el color méas saturado esta localizado a una distancia lejos del
punto central. Un cambio en el matiz esté indicado por un movimiento alrededor del circulo,
mientras que un incremento en la saturacion se da cuando se acerca el punto a los bordes
del circulo. EI matiz y la saturacion son las dos dimensiones del color llamadas atributos

cromaticos. (Hunter, 1987)

Imagen No. 2: Arreglo de la superficie de los colores en matiz y saturacion.

(Hunter, 1987)

Las dimensiones de matiz y saturacion indican el color pero no lo diferencian de otros
colores debido a que la variacion de estos puede ser poco significativa. Es por esto que se
necesita la presencia de una tercera dimension. Esta tercera dimension es el atributo
luminoso, llamada luminosidad. Esta variable se incluye al analisis utilizando un eje
perpendicular al matiz y saturacién y es una escala acromatica ya que estd compuesta

unicamente por el color blanco, gris y negro. Al realizar esto se obtiene un so6lido de color
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matiz-saturacion-luminosidad utilizado en la identificacion y analisis de color. (Hunter,
1987)

Imagen No. 3: Solido de color matiz-saturacion-luminosidad.

WHITE

BLACK
(Hunter, 1987)

Para la medicidn utilizando el sistema de color de Hunter Lab se utiliza un sélido en el
que se envuelve el color rojo contra el verde y el azul contra el amarillo en un plano con un

eje transversal de luminosidad. (Hunter, 1987)

Imagen No. 4: Sélido tridimensional de colores contrarios.

WHITE

h ﬂ YELLOW SCHOOL BUS
yvsuow
/ - /
GREEN ~a— Pt
/ \GRAY / RED
\
BLUE
BLACK

(Hunter, 1987)

J. Bebidas de café
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La calidad de las bebidas de café esta relacionada directamente con la habilidad para
transformar el café molido en una bebida agradable. Existen diferentes métodos para
preparar bebidas de café, como: maceracién, coccion, por percoladora, filtracion por goteo,
filtracion al vacio e infusidn presurizada, el cual es uno de los métodos mas importantes y
es utilizado para preparar café expreso. Caracteristicas como el aroma, sabor, color y el
cuerpo son atributos de calidad muy valorados en una bebida de café. Las caracteristicas
sensoriales y psicoquimicas del café preparado dependen obviamente de ciertas
condiciones técnicas en su preparacion. (Andueza, 2002)

1. Café hervido. El café hervido es la forma mas antigua para el consumo de café. Este
método de preparacién no es complicado y no incorpora el uso de aparatos 0 maquinas que
lo provean de presion. Este método de preparacion consiste en calentar agua hasta su punto
de ebullicion y agregar una cucharada de café, aproximadamente entre 1.8 y 1.9¢, por cada
taza que se desea preparar. El agua en su punto de ebullicion extrae los compuestos del café

y los solubiliza en el agua, para esto debe aplicarse agitacion y por Gltimo una filtracion.

2. Café percolado. El café percolado se obtiene a través del uso de café tostado y
molido al cual se le hace pasar agua caliente ligeramente presurizada a una temperatura de
340°F (171.11°C). El uso de agua presurizada y caliente permite la obtencion de la
disolucién o logra disolver en el agua todos los compuestos extraibles del café que son
solubles en agua. Ademas de esto produce compuestos solubles de bajo peso molecular y
probablemente la solubilizacién e hidrolizacion de carbohidratos complejos. El grado de
posible hidrolisis se ve acentuado por la acidez inherente del extracto de café que pasa a
través de la columna. El pH del café molido utilizado puede ser bajo, aproximadamente
3.4. La presencia de estos carbohidratos hidrolizados da un rendimiento total de 36% 0 mas
de extractos solubles en agua utilizando un café tostado y molido, esto en comparacién a
un 21% de extractos solubles en agua utilizando el mismo café pero aplicando un método

de hervido sin utilizar agua presurizada. (Spiller, 1998)

3. Café expreso. ElI método de expreso es una técnica de preparacion basada en una

percolacion con alta presion de una cantidad limitada de agua caliente a través de café
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molido apelmazado, la cual atraviesa el apelmazado y utiliza la energia de la presion de la
misma. (Andueza, 2002)

Las sustancias insolubles encontradas en una taza de expreso producen un efecto
y una percepcion sensorial particular llamada “cuerpo”. Ademas de esto, la espuma es una
caracteristica presente en el café expreso, la cual no se tiene en ninguna otra bebida de café;
esta atrapa los aromas volatiles y dosifica su emision al ambiente. La presencia de una
espuma firme es de gran importancia, ya que esta es responsable de la aceptacion visual de
la bebida. (Andueza, 2002)

Para la elaboracion de café expreso existen muchos factores para la obtencion de
una bebida de calidad, como: el tamafio de las particulas, la relacion de café y agua
utilizada, la cantidad de café molido utilizado, el volumen de la bebida, la temperatura y la
presion del agua, la cual es un factor importante en la preparacion de café expreso.
(Andueza, 2002)



IV. JUSTIFICACION

El café es uno de los productos més consumidos alrededor del mundo en paises
consumidores y se ha observado un incremento en los paises productores, lo cual no sucedia
unos afios atras. El café se puede adquirir de diferentes formas, puede adquirirse en café
verde, café pergamino, café tostado, café tostado y molido, pero la forma en la que todas
las personas consumen este producto es en una taza. Como se mostrd en la seccion de
antecedentes, de acuerdo con datos de entidades internacionales y de la Asociacion de Café
de Guatemala (ANACAFE), el consumo de café es cada vez mayor y mejor. ES mayor en
el sentido que su consumo ha incrementado en paises regularmente consumidores, pero se
ha observado una tendencia de incremento en el consumo de café en los paises productores.
En el sentido que es mejor su consumo se debe a que el café ya no se elabora en métodos
tradicionales, como el café hervido, sino que se han realizado mejoras del café en todo su
proceso de elaboracion especialmente en el tostado, el molido y por Gltimo y mas

importante, en su forma de preparacion.

Actualmente el las bebidas de café presentan gran popularidad en el mercado. El café
elaborado por un método de percoladora fue popular, pero en realidad las tendencias al
consumo han avanzado mas alla de este tipo y el café expreso y las variedades de bebidas
de café o bebidas gourmet han revolucionado el consumo y han atraido la atencion de una
gran cantidad de personas consumidoras de café. El desarrollo y elaboracion de estas
bebidas no solo han revolucionado en la forma del consumo y en el nivel de consumo,
también han representado cambios en la sociedad y la forma en la que se toma el café. Con
estos cambios en la sociedad se ha observado la fuerte presencia y la creacion de una
“Cultura de Café”. Este término desarrollado por las nuevas tendencias de café ha indicado
pautas o lineamientos para la forma de consumo de café en lugares sociales, ademas han
demostrado a los productores y comerciantes de café y las bebidas elaboradas a base de
este en la importancia de la calidad, el sabor y el contenido de ciertas propiedades de gran

valor en esta bebida.
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Dentro de estas propiedades del café que deben ser traducidas hacia la bebida se pueden
mencionar el contenido de cafeina, acidos clorogénicos y capacidad antioxidante. Estas
propiedades son indicadores de la calidad del café y su bebida, asi como son elementos con
cierta funcionalidad en el organismo. Estos elementos, ademas, proveen al café de
caracteristicas sensoriales como lo son el sabor, la acidez, el cuerpo y el aroma, entre otros.
Es por esto que su determinacion del contenido en la taza es importante, ya que podria
diferenciar un café de una buena calidad con beneficios para el consumidor de una taza de
café carente de estos. También porque permitiria relacionar las caracteristicas sensoriales
del café en la taza con datos cientificos, con valores numéricos y de cierta forma cuantificar

estas propiedades.

En Guatemala se tienen diferenciadas 8 regiones cafetaleras, las cuales ofrecen café de
buena calidad, pero evaluado sensorialmente nada mas. Es por esto que la determinacién
de estas caracteristicas es importante ya que permitiria identificar al café de Guatemala
cuantitativamente con su perfil o su contenido y respaldar su buena calidad, ademas de

L9

ofrecer un perfil sensorial aceptado por la “Cultura de Café”.



V. OBJETIVOS

A. General

Realizar analisis de determinacién de caracteristicas fisicogquimicas y quimicas en
extractos de café elaboradas por métodos de cocimiento, percoladora y expreso de
cafés originarios de las ocho regiones definidas por Anacafé de Guatemala.

B. Especificos

e Cuantificar el contenido de cafeina y acidos clorogénicos del café en taza
elaborado por cocimiento, percoladora y expreso de las 8 regiones.

e Determinar el contenido de polifenoles y capacidad antioxidante del café en taza
elaborado por cocimiento, percoladora y expreso de las 8 regiones.

e Examinar el pH del café de cada regién en las tres diferentes preparaciones y
observar la variacion que pueda existir.

e Analizar y caracterizar el color del café de cada region en las tres diferentes
preparaciones.

e Determinar el método de elaboracion de café que ofrece mayores contenidos de

cafeina, acidos clorogénicos y mayor capacidad antioxidante.
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VI. MATERIALES Y METODOLOGIA

A. Muestras de café

Las muestras de café utilizadas son café molido y empacado al vacio, proveniente
de cada una de las ocho regiones cafetaleras de Guatemala (Acatenango, Antigua,
Atitlan, Cobén, Fraijanes, Huehuetenango, Nuevo Oriente y San Marcos). Las

muestras fueron proporcionadas por la Asociacion del Café (Anacafé) de Guatemala.

B. Preparacion de las muestras de café

1. Café hervido. Para la preparacion de las muestras de café hervido se utiliz6 una
cucharada de cada muestra de café (aproximadamente de 1.80 a 2.01g) y se utilizaron
160mL de agua medidos con una probeta, equivalente a la cantidad de agua para la
elaboracion de una taza de café. Se coloco el agua en un beaker de 400mL, se calentd y se
midi6 con un termémetro hasta que se alcanzd la temperatura de ebullicion
(aproximadamente 95°C). Cuando se alcanzo la temperatura de ebullicion se adiciond la
muestra de café. La muestra contaba con un agitador magnético para mantener la agitacion
y esta se hirvid por 5 minutos. Al término de los 5 minutos se quitd de la estufa la muestra
y se almacend en botellas plasticas para su uso posterior.

2. Café percolado. Para la preparacion de las muestras de café percolado se utiliz6 una
percoladora marca Coffee Maker con capacidad para la elaboracion de 3 tazas. Se utilizd
filtros de café comerciales y en ellos se adiciond 3 cucharadas de café por elaboracion de
cada muestra. Se midieron 470mL con una probeta y se agregaron al deposito de agua de
la percoladora. Se activo el funcionamiento de la cafetera y se espero hasta que el deposito
del agua estuviera vacio para apagar el equipo. Cuando termind la preparacion se almacené

la muestra de café en botellas plasticas.
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3. Café expreso. Para la preparacion de las muestras de café expreso se utilizd una
cafetera para expreso con capacidad para elaborar una muestra. Se utilizé 14.00g de café
por elaboracion de cada muestra. Se midié 250mL de agua con una probeta y se colocaron
en el depdsito de la cafetera. Se sell6 la cafetera, se coloco en una estufa y se esperd hasta
que el deposito del café se llenara para retirarla de la estufa. Al término de la preparacion

se almaceno las muestras de café en botellas plasticas.

C. Determinacion de cafeina y acidos clorogénicos

1. Materiales

a. Cafeina, marca Sigma-Aldrich, pureza 100.7%.

b. Acido clorogénico 5-cafeoliquinico, marca Sigma-Aldrich, pureza 95%.

c. Metanol, marca Merck, pureza 99.9%.

d. Agua destilada.

e. Muestras de café de las 8 regiones, preparadas de acuerdo a la seccion B
“Preparacion de las Muestras de Café”.

f. Balones aforados.
Viales

h. Jeringas con filtro desechable, marca Millex de 0.22um.

2. Equipo. Equipo de HPLC marca Agilent, modelo 1100 con una columna Cig de
4.6x100mm, tamafio de particula 5um y detector UV/VIS con arreglo de diodos.

3. Estandares. Para la preparacion de la curva estandar se utilizaron estandares de
cafeina de 5, 10, 15, 20 y 25 partes por millon y de acidos clorogénicos de 10, 20, 30,40y
50 partes por millon. Se filtraron 2mL de cada muestra a través de un filtro Millex de
0.22um y se almacenaron en viales para su transporte. Para el anélisis se configuro el
equipo con un flujo de 1.5mL/min utilizando una fase movil de metanol-agua 40:60 y se
inyectaron 20uL de muestra. El andlisis se realiz6 a una longitud de onda de 274nm y

325nm. El analisis se inici6 inyectando la solucién de cafeina y acidos clorogénicos de



43

menor concentracion y se procedio con las soluciones consecutivas hasta llegar al estandar

mas concentrado. El tiempo de cada corrida fue de 3 minutos.

4. Muestras. Para la preparacion de las muestras de café para el analisis con HPLC se

diluyeron las soluciones madre de acuerdo al Cuadro No. 1.

Cuadro No. 1: Diluciones de muestras de café para la elaboracion del analisis con HPLC.

Café Hervido Café Percolado Cafe Expreso
Volumen de | Volumen Volumen de Volumen Volumen de Volumen
Extracto Aforado Extracto (mL) Aforado Extracto (mL) Aforado
(mL) (mL) (mL) (mL)
3 50 5 50 1 50

Estas diluciones se aplicaron en la misma proporcion a cada muestra de café

hervido, percolado y expreso para el anélisis de cafeina y acidos clorogénicos.

Para la determinacion de cafeina y acidos clorogénicos se utilizé las muestras
diluidas de acuerdo al Cuadro No. 1. Se filtraron 2mL de cada muestra a través de una
jeringa con filtro y se almacenaron en viales. Se configurd el equipo con las mismas
condiciones descritas en la seccion 3 “Estandares”. Las concentraciones de la cafeina y
acidos clorogénicos fueron calculadas utilizando la ecuacion de regresion de su

concentracion en el &rea del pico obtenida por la gréfica.

D. Determinacion de pH y colorimetria

1. Determinacion de pH. Para la determinacion del pH de cada muestra se utilizo un
potenciémetro portatil marca HANNA modelo HI99161 y se calibro con soluciones buffer
de pH 4.01 y 7.00. Se introdujo el electrodo en el extracto de café y se tomo la lectura hasta

que el aparato indico que estaba estable.
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2. Colorimetria. Para la medicion de color se utilizé el método del colorimetro Hunter
Lab. Se colocaron 100mL de extracto de café en la cubeta y se realizé la lectura. El equipo

utilizado fue un colorimetro HunterLab modelo ColorQUESTII.

E. Determinacién de capacidad antioxidante por Método de DPPH

1. Materiales
a. DPPH marca Sigma-Aldrich.
b. Metanol, marca Merck, pureza 99.9%.
c. Muestras de café de las 8 regiones, preparadas de acuerdo a la seccién B

“Preparacion de las Muestras de Café”.

e

Papel filtro #4, marca Whatman con tamafo de poro de 110mm.
Balones aforados.
Papel aluminio.

Agitador magnético.

>« oo

Tubos de ensayo.

2. Equipo
a. Espectrofotometro marca Thermo Electron Corporation modelo Genesys
10UV Scanning.
b. Vortex.

c. Micropipeta con puntas de 1mL.

3. Preparacion de muestras. Para la preparacion de las muestras de café para el analisis
de capacidad antioxidante por DPPH, primero se realizd una extraccion metanolica en una
solucion de metanol-agua con una relacién 70:30. Se tomaron 10mL de cada muestra de
los extractos de café y se colocaron en un beaker con un agitador magnético, se agregaron
50mL de la solucion de metanol-agua al beaker con el extracto de café y se agito la mezcla

por 1 hora a temperatura ambiente. Se filtr6 la muestra.
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Se prepararon las muestras en tubos de ensayo con un volumen total de 4mL. Se
utilizaron distintos volimenes para cada tipo de café (hervido, percolado y expreso). La
preparacion se realiz6 de acuerdo al Cuadro No. 2, 3y 4. Es importante que la solucion de
DPPH sea fresca y si es necesario realizar varias durante el proceso ya que esta se oxida

rapidamente.

Cuadro No. 2: Volumen de muestra de café hervido, metanol y DPPH para analisis.

, Volumen de Volumen de
Numero de Tubo Muestra (mL) Metanol (mL) DPPH (mL)
1 0.02 2.98 1.0
2 0.04 2.96 1.0
3 0.06 2.94 1.0
4 0.08 2.92 1.0
5 0.10 2.90 1.0
6 0.12 2.88 1.0
7 0.14 2.86 1.0
8 0.16 2.84 1.0
9 0.18 2.82 1.0
10 0.20 2.80 1.0

Cuadro No. 3: Volumen de muestra de café percolado, metanol y DPPH para analisis.

, Volumen de Volumen de
Numero de Tubo Muestra (mL) Metanol (mL) DPPH (mL)
1 0.03 2.97 1.0
2 0.06 2.94 1.0
3 0.09 291 1.0
4 0.12 2.88 1.0
5 0.15 2.85 1.0
6 0.18 2.82 1.0
7 0.21 2.79 1.0
8 0.24 2.76 1.0
9 0.27 2.73 1.0
10 0.30 2.70 1.0

Para la muestras de café expreso se realiz6 una dilucion de todas las soluciones en
las que se tomaron 2.5mL de cada muestra y se aforaron en un balon volumétrico a 25mL

con metanol. Posterior a esto se prepararon los tubos de acuerdo al Cuadro No. 4.
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Cuadro No. 4: Volumen de muestra de café expreso, metanol y DPPH para analisis.

. Volumen de Volumen de
Numero de Tubo Muestra (mL) Metanol (mL) DPPH (mL)
1 0.05 2.95 1.0
2 0.10 2.90 1.0
3 0.15 2.85 1.0
4 0.20 2.80 1.0
5 0.25 2.75 1.0
6 0.30 2.70 1.0
7 0.35 2.65 1.0
8 0.40 2.60 1.0
9 0.45 2.55 1.0
10 0.50 2.50 1.0

4. Muestras. Para la determinacion de la capacidad antioxidante se prepararon los 10
tubos de ensayo con los volimenes mencionados en el Cuadro No. 2, 3y 4. Para el analisis
se utilizd6 como blanco el mismo metanol utilizado para la preparacion de las muestras.
Previo a su lectura en el espectrofotometro, el equipo se configurd a una longitud de onda
de 517nm vy se leyo el blanco, luego cada tubo se agitd con un vortex por 15 segundos y se
realizé la lectura de cada muestra. Al término de la lectura de los 10 tubos, se colocaron en
un lugar oscuro por 30 minutos para dejar que se llevara a cabo la reaccién y al término del
tiempo mencionado se agitaron los tubos por 10 segundos en un vortex y se realizd la

lectura en el equipo.

Con los datos de absorbancia obtenidos al tiempo 0 y al tiempo 30 se utilizo la
Ecuacion No. 1 para determinar el porcentaje de pérdida de absorbancia y elaborar una
grafica de concentracién contra porcentaje de pérdida de absorbancia, obtener la ecuacion
de la recta y determinar el 1C50 por medio de la sustitucion del porcentaje de pérdida de

absorbancia en la ecuacion.

. Ny absy — abss
Porcentaje de Pérdida de Abs = (—) * 100%

abs,

(Ecuacion No. 1)
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F. Determinacién de polifenoles

1. Materiales

Reactivo Folin-Ciocalteu, marca Sigma-Aldrich.

o ®

Carbonato de sodio, marca Merck, pureza 99.9%.
Catecol, marca Sigma-Aldrich, pureza 99%.

o o

Metanol, marca Merck, pureza 99.9%.

Agua destilada.

=h @D

Muestras de café de las 8 regiones, preparadas de acuerdo a la seccion B
“Preparacion de las Muestras de Café”.

Balones aforados.

Papel aluminio.

i. Tubos de ensayo.

j. Agitador magnético.

2. Equipo
a. Espectrofotometro marca Thermo Electron Corporation modelo Genesys
10UV Scanning.
b. Vortex.
c. Micropipeta con puntas de 1mL.

d. Bafio de Maria.

3. Preparacion de estandares y muestras. Para la preparacién de la curva estandar se
prepararon 5 tubos con un volumen total de 5.5mL con distintos voliumenes de catecol y un
tubo como blanco. La preparacién de los tubos para la curva estandar se realiz6 de acuerdo

al Cuadro No. 5.
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Cuadro No. 5: Volumenes de soluciones para elaboracion de curva estandar.

Nu_lrpuegg de Agua (mL) Catecol (mL) Folin (mL) Na>COsz (mL)
1 0.8 0.2 2.5 2.0
2 0.6 0.4 2.5 2.0
3 0.4 0.6 2.5 2.0
4 0.2 0.8 2.5 2.0
5 0.0 1.0 2.5 2.0
Blanco 1.0 0.0 2.5 2.0

El orden de adicion de las soluciones al tubo fue el siguiente: primero, el catecol;

segundo, el agua; tercero, el carbonato de sodio; y cuarto, el Folin-Ciocalteu.

Se agitaron en un vortex por 10 segundos y se colocaron en un bafio de Maria por
20min a 45°C. Se configurd el equipo para la elaboracion de una curva estandar y se
realizaron las lecturas a una longitud de onda de 765nm. Se ley6 primero el blanco y luego
los 5 tubos con concentraciones de catecol, de la menor concentracion a la mayor

concentracion y se obtuvo la curva.

Para la preparacion de las muestras de café se llevd a cabo el mismo proceso
descrito en la seccion 3 “Preparacion de muestras” para la Determinacion de capacidad

antioxidante por Método de DPPH.

4. Muestras. Para la determinacion de polifenoles se preparé un tubo de ensayo de
cada muestra de acuerdo a las diluciones definidas para cada tipo de extracto. Los

vollimenes utilizados se muestran en el Cuadro No. 6.

Cuadro No. 6: Diluciones utilizadas para la preparacion de las muestras de acuerdo al tipo

de extracto.

Tipo de Agua (mL) Muestra (mL) Folin (mL) Na,COs (mL)
Extracto

Hervido 0.7 0.3 2.5 2.0
Percolado 0.5 0.5 2.5 2.0
Expreso 0.9 0.1 2.5 2.0
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El orden de adicion de las soluciones al tubo fue el siguiente: primero, la muestra;
segundo, el agua; tercero, el carbonato de sodio; y cuarto, el Folin-Ciocalteu. Luego de
preparar todos los tubos se agitaron en un vortex por 10 segundos y se colocaron en un
bafio de Maria por 20min a 45°C. Se configurd el equipo con las mismas condiciones

descritas en la seccion 3 “Preparacion de estandares y muestras”.



VII. RESULTADOS Y DISCUSION

Actualmente el café es la bebida mas consumida alrededor del mundo, no solo en paises
desarrollados sino en los paises productores también. Esta creciente tendencia del aumento
del consumo de café y de bebidas de café de tipo gourmet es un movimiento mundial que
ha revolucionado el consumo de café no solo en la forma de tomarlo, sino en el objetivo de
tomarlo, la forma de prepararlo y los momentos de consumirlo, a tal punto que se ha

desarrollado una “cultura de café”.

Los paises desarrollados ya no son los Unicos que cuentan con cadenas de tostadurias o
restaurantes que ofrecen variedades de preparaciones de café o bebidas de café gourmet.
Actualmente los paises productores han incrementado su consumo de café y bebidas de
café a partir de la introduccion de estas cadenas y de la creacion de cadenas internas que

ofrecen dicho producto.

Ademas de la creacién y constante incremento del consumo de bebidas de café de tipo
gourmet, se puede mencionar que la preocupacién de los consumidores por ingerir
alimentos de mejor calidad, con caracteristicas especiales y que sean de provecho para el
cuerpo Y la salud del mismo, aumenta cada dia méas. Los consumidores ahora se preocupan
por las caracteristicas nutricionales y funcionales de los alimentos, dentro de las cuales se
puede mencionar, el contenido de antioxidantes, del cual los consumidores estan

conscientes de su existencia y de los beneficios que el consumo de estos representa.

Es por esto que el objetivo principal del estudio fue la determinacién del contenido de
cafeina, acidos clorogénicos, polifenoles y capacidad antioxidante en tazas de café
elaboradas por distintos métodos comunes de preparacion, asi como caracteristicas de pH

y color de dichas bebidas de cafe.

Para la realizacion de los analisis se utilizaron 8 muestras de café de cada region
cafetalera de Guatemala establecida por ANACAFE (Asociacion Nacional del Café) y se

elabor0 cada una por un método de hervido, percolado y expreso para su posterior
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determinacion de los compuestos mencionados y evaluar los métodos de preparacion de
acuerdo al contenido de cada uno de estos. Para la obtencion de estos datos se utilizaron
métodos de cromatografia liquida, utilizando un equipo de HPLC para la determinacion de
cafeina y &cidos clorogeénicos; en el caso de los polifenoles y la capacidad antioxidante se
utilizaron los métodos de Folin-Ciocalteu y de DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)
respectivamente, y se realizaron las lecturas de ambos utilizando un espectrofotometro para
un analisis de absorbancia. Por ultimo se utiliz6 un potenciometro para la obtencion del pH
de los extractos de café hervido, percolado y expreso; y se aplicé un analisis del color de

las bebidas utilizando un colorimetro Hunter Lab.

Se llevaron a cabo primero los andlisis de cafeina y &cidos clorogénicos simultaneamente
en el cromatdgrafo HPLC ya que se utilizo un detector UV/VIS con arreglo de diodos, el
cual permitié la lectura de las absorbancias de cada compuesto y redujo el tiempo de analisis
de cada muestra. Para la realizacion del analisis se inyect6 cada muestra y se obtuvo la
concentracion de cafeina y de acidos clorogénicos en partes por millén (ppm) las cuales
por la aplicacién de estequiometria se llevaron hasta la determinacion de la concentracion

de cafeina y acidos clorogénicos en porcentaje de gramos de compuesto por gramos de café
(% g/g).

De los resultados de las concentraciones de cafeina y acidos clorogénicos de cada region
en cada método se calculd un valor promedio y su desviacion estandar. De acuerdo al
Cuadro No. 7 se puede observar que el valor promedio mas alto, de 1.77+0.12% g/g, lo
presentd el café tipo expreso; y que el valor promedio méas bajo, de 1.42+0.08% g/g, lo
presentd el café elaborado por el método de percolado. Sin embargo cabe resaltar que la
desviacién estandar para el café percolado fue la menor de los tres métodos, de +0.08. En
el caso de la concentracion de los acidos clorogénicos se obtuvieron los valores promedio
para cada método y se observo que el método de hervido presentd una concentracion de
4.54+0.81% g/g, la cual fue la més alta, y de 3.56+0.37% g/g para el método de percolado

que fue el que presentdé menor concentracion.
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Cuadro No. 7: Concentracion de cafeina, &cidos clorogenicos y polifenoles del café de las

8 regiones.
Concentracion de < Cpncentrauop (.je Concentracion de
Cafeina (%0/g) Acidos Clorogénicos Polifenoles (%g/g)
Tipo de (%g/9)
Extraccion Promedio Promedio Promedio
(xDesviacion (xDesviacion (xDesviacion
Estandar) Estandar) Estandar)
Hervido 1.64+0.20 4.54+0.81 7.11+1.53
Percolado 1.42+0.08 3.56+0.37 1.50+0.04
Expreso 1.7740.12 4.27+0.60 2.91+0.34

Los resultados mencionados pueden deberse a que cada método de preparacion es
diferente al otro en el sentido no solo de la forma de preparacion sino en las condiciones en
las que se lleva a cabo. Una de las variables muy importantes en la preparacion de una
bebida de café es la presion, la cual permite el paso del agua a través del grano o de la
particula de café. En el caso del método de percolado, presion a la que opera es baja en
comparacion a la temperatura que opera. Para el método de hervido la presion también es
baja en comparacion a la temperatura en que opera, pero en este caso el contacto del agua
con la superficie de las particulas es mayor debido a la agitacion que requiere. Para el
método de expreso la presion representa un valor mas alto del que se utiliza en los dos
métodos restantes y es un elemento clave en la preparacion de una bebida de café de este
tipo, ya que con una presion alta y una temperatura alta de operacion se permite una

extraccion mayor a pesar de que el contacto del agua con las particulas de café sea corto.

Ademas de la presion como una variable importante en la preparacion de extractos de
café, se puede mencionar: el tipo de maquina que se utiliza, la temperatura, la cantidad de
agua, el tiempo de preparacion, la agitacion, el tipo de café, entre otros. El tipo de tostado

del café y el tipo de molienda se estandarizaron al utilizar las muestras de Anacafé.
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Las variables que influyen en la preparacion de los extractos de café no son las Unicas
que contribuyen en las caracteristicas y en las concentraciones de los compuestos, en el
caso de la cafeina y de los &cidos clorogénicos. Otra variable importante es el tratamiento
previo al tostado que se le dé al grano luego de su cosecha, asi como el origen y la especie

del café.

De acuerdo a los resultados del Cuadro No. 7 se puede observar que se obtuvo también
la concentracién en porcentaje de gramo de compuesto por gramo de café (% g/g) de
polifenoles de las 8 regiones para cada tipo de preparacion. Se puede observar que el valor
mas alto de concentracidn de polifenoles fue de 7.11+1.53% g/g para el extracto hervido, y
de 1.50+0.04% g/g para el extracto de café percolado. Se puede notar que la desviacion
estandar presentada por el extracto percolado es pequefia en relacion a la del café hervido
y a la del café expreso. Esta variacién en la concentracion de polifenoles para los distintos
tipos de extractos depende directamente de las condiciones de preparacion mencionadas

anteriormente, pero también depende de otras variables quimicas.

Dentro de las variables quimicas que se pueden mencionar se encuentran: la solubilidad
de los compuestos en el agua, la capacidad de transferencia del grano o particula al agua,
la superficie de contacto de la particula y muy importante también, el desarrollo de la
reaccion de Maillard durante el tostado.

Como se menciond en secciones anteriores de este trabajo, los acidos clorogénicos son
compuestos con una alta solubilidad en el agua cuando estan en el grano de café verde y
aun en el grano de café tostado. Los acidos clorogénicos al sufrir un proceso de calor como
el tostado, tienden a degradarse, transformarse y combinarse con otros compuestos. Durante
la reaccién de Maillard los acidos clorogénicos se combinan con las moléculas de las
melanoidinas formadas por dicha reaccion, de la misma manera estos se combinan con
compuestos del sabor y del olor del café, lo que evita su pérdida y de esta forma representar
un contenido de polifenoles en el grano que luego se traduce a la bebida de café. Es por
esto que como se puede observar en el Cuadro No. 7, la concentracion de polifenoles

presenta el mismo orden de concentracion que la columna de concentracion de acidos
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clorogeénicos, ya que los acidos clorogénicos son los polifenoles del café. De esta forma se
puede observar que conforme la concentracion de acidos clorogénicos sea mayor en el

extracto de café, mayor sera también la concentracion de polifenoles.

Los procesos de elaboracion de cada extracto son diferentes entre si, lo que pudo influir
en la variacion de las concentraciones de acidos clorogénicos y polifenoles; ya que en el
caso del extracto hervido, la agitacion proporcionada permitié mayor contacto del agua con
las particulas y se pudo llevar a cabo una extraccion mas eficaz. Por otro lado en el caso
del café expreso, que no hay presencia de accién mecanica o agitacion, se aplican alta
presion y temperatura por un tiempo pequefio de contacto del agua con las particulas de
café. Ademas, para la elaboracion de café expreso el café se compactd antes de llevar a
cabo el proceso, lo que pudo resultar en una reduccion del contacto del agua con el café a
pesar de la alta presion que se induce en este método. En el caso del café percolado la
concentracion obtenida se pudo deber a que el método de preparacion consiste en una
irrigacion de agua caliente a una masa de café y que por gravedad esta pasa a través ella
hasta alcanzar el orificio para salir del area de extraccién, por lo que mucha de esta es

absorbida por las particulas de café y atrapada, lo que provoca una extraccion pobre.

La concentracion de polifenoles también se pudo ver afectada por la concentracion de
cafeina, aunque en el Cuadro No. 7 no se observa, se puede mencionar que la cafeina
contribuye al contenido de polifenoles en las muestras de los extractos de café. En el caso
de la cafeina, la cual es una molécula que no se hace soluble con los &cidos clorogénicos
sino hasta después del tostado debido a la degradacion de la molécula hacia una forma con
mas afinidad por el agua luego de la reaccion de Maillard, se consideran mecanismos de
reaccién durante el tostado del café que proponen que la cafeina se concentra durante este
proceso Yy que puede llegar a formar complejos con moléculas de acidos clorogénicos, lo
que podria proveer a la cafeina de una parte fendlica y hacerla parte de los polifenoles del
café, atribuyéndole cierta capacidad antioxidante a la molécula y posteriormente a la bebida

obtenida a partir de ese café.
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La capacidad antioxidante se llevo a cabo en las muestras de café de las 8 regiones de
los 3 meétodos diferentes de extraccion utilizados (hervido, percolado y expreso). La
finalidad del anélisis de capacidad antioxidante por DPPH era determinar la potencia de
cada muestra y obtener un valor general del método de extracciéon para conocer el que
presentara mejor capacidad antioxidante. Se obtuvo el IC50 para cada muestra de cada
extracto y se observo que las muestras que presentaron mejor capacidad antioxidante fueron
las que poseian un valor de IC50 bajo. Esto ya que se requiere de una menor cantidad o
concentracion de antioxidantes o polifenoles para reducir en 50% la absorbancia de un

oxidante como lo es el compuesto DPPH.

De acuerdo con el Cuadro No. 8 se puede observar que el método de extraccion que
presentd mayor capacidad antioxidante fue el de percolado con un valor promedio de
225.67+61.89ug/mL. Por otro lado el método que presentd menor capacidad antioxidante

fue el de expresd con un valor promedio de 357.98+111.96ug/mL.

Con respecto a los datos reportados en el Cuadro No. 8 se puede observar que la variacion
de la capacidad antioxidante entre cada método de extraccion es notable. Esto ya que no
solo el método de preparacion es diferente para cada extracto, sino que al manejar muestras
de 8 regiones diferentes las caracteristicas de origen, especie, cosecha, manejo post cosecha
y secado es diferente entre cada café de cada region. Las capacidades antioxidantes de cada
muestra de café de las 8 regiones dentro de cada método presentan cierta variacién. Por lo
que se puede decir que la capacidad antioxidante no solo depende del método de extraccion,
el origen, especie y proceso sino que también radica en la potencia y la disponibilidad de
los polifenoles en las moléculas y compuestos del café. Esto ya que pueden haber moléculas
de polifenoles que estén presentes y que en la determinacion de la concentracion se
muestren, pero que su capacidad antioxidante se vea reducida o afectada por el tipo de

molécula con la que se combind o la forma de esta combinacion.

Cuadro No. 8: Capacidad antioxidante del café de las 8 regiones extraido por los métodos

de hervido, percolado y expreso.
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Hervido Percolado Expreso

Region IC50 Promedio IC50 Promedio IC50 Promedio

(Mg/mL) (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ng/mL) | (ng/mL)
Huehuet 190.76 22453 331.37
uenuetenango | .6 001 +0.001 +0.001
San Marcos 256.09 285.00 536.04
+0.001 +0.001 +0.001
s 133.61 281.10 500.96
I +0.001 +0.001 +0.001
. 545.65 263.76 242 48

Nuevo Oriente +0.001 +31022516:35 +0.001 iéig; +0.001 351719:6

Atitlén 42127 | < 107.19 =0+ 35306 |

+0.001 +0.001 +0.001
Acat 329.55 266.19 179.95
catenango +0.001 +0.001 +0.001
Cobén 331.34 233.83 325.62
+0.001 +0.001 +0.001
Antiaua 208.95 14319 394.40
9 +0.001 +0.001 +0.001

Para el anélisis de pH llevado a cabo se pudo observar que entre los extractos de café
hervido, percolado y expreso no hay una diferencia pronunciada entre los valores de esta
propiedad ya que todos mostraron tener un pH écido, siendo el valor promedio menos acido
el de 5.71+0.17 para el café percolado; y el més 4cido de 5.11+0.09 para los extractos de
café expreso como se muestra en el Cuadro No. 9.

Cuadro No. 9: Valores promedio de pH para el café de las 8 regiones de acuerdo al

método de extraccion.

Tipo de Extraccion Promedio de pH
Hervido 5.61+0.09
Percolado 5.71+0.17
Expreso 5.11+0.09

Para el analisis de color por colorimetria con un equipo Hunter Lab, se realizé una
medida de las variables L*, a* y b* para cada muestra de cada extracto diferente. En el
Cuadro No. 10 se puede observar el analisis aplicado a las muestras de extracto hervido. Se
puede notar que el valor promedio de L* (luminiscencia) fue de 25.57+0.46, lo que indica

que las muestras poseen una tonalidad clara y trasltcida. En el caso de la letra a* se obtuvo
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un valor promedio de 1.66+0.30 y para b* de 2.31+0.55. Esto indica que las muestras de
café hervido poseen relativamente una luminiscencia alta y poseen tonalidades mas

amarillas que rojas ya que el valor promedio de b* es mayor al de a*.

Cuadro No. 10: Valores de colorimetria obtenidos para las muestras de café de las 8

regiones obtenidas por el método de hervido.

Region - Color . -

L* Promedio a* Promedio b* Promedio
Huehuetenango | 25.43 1.66 2.29
San Marcos | 25.12 1.42 1.90
Fraijanes 25.60 1.52 2.29
Nuevo Oriente | 25.52 1.61 2.19

Atitlan 25 16 25.57+0.46 134 1.66+0.30 167 2.31+£0.55
Acatenango | 26.71 2.39 3.66
Coban 25.37 1.58 2.08
Antigua 25.61 1.74 2.41

En el Cuadro No. 11 se puede observar en los resultados mencionados que el valor
promedio de la luminiscencia, que es de 21.58+0.82, muestra que los extractos de café
poseen una menor luminiscencia y por lo tanto son mas oscuros que los extractos de café
hervidos y expreso. En el caso del valor promedio de los rojos-verdes (a*), de 1.22+0.22,
y amarillos-azules (b*), de 0.32+0.13, se puede observar que los cafés obtenidos por este
método presentan una variabilidad en los tonos rojizos y son més predominantes que las

tonalidades y el color amarillo en todas las muestras.

Cuadro No. 11: Valores de colorimetria obtenidos para las muestras de café de las 8

regiones obtenidas por el método de percolado.
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Region - Color - -

L* Promedio ax Promedio b* Promedio
Huehuetenango | 22.07 1.24 0.16
San Marcos 22.61 1.26 0.23
Fraijanes 22.19 0.97 0.25
Nuevo Oriente | 21.39 0.91 0.24

Atitlan 50.53 21.58+0.82 141 1.22+0.22 0.36 0.32+0.13
Acatenango | 20.55 1.60 0.60
Coban 20.80 1.01 0.27
Antigua 22.53 1.32 0.41

Cuadro No. 12: Valores de colorimetria obtenidos para las muestras de café de las 8

regiones obtenidas por el método de expreso.

Region - Color - -

L* Promedio ax Promedio b* Promedio
Huehuetenango | 26.24 2.43 3.25
San Marcos | 24.59 1.18 1.28
Fraijanes 24.18 0.68 0.67
Nuevo Oriente | 24.68 1.22 1.55

Atitlan 5457 24.89+0.80 111 1.31+0.60 123 1.61+0.96
Acatenango | 26.27 2.19 3.17
Coban 24.36 0.89 0.96
Antigua 24.24 0.78 0.75

De acuerdo con los resultados del Cuadro No. 12 del analisis de colorimetria para las
muestras de café expreso se puede observar que el valor promedio de luminiscencia (L*)
fue de 24.89+0.80, lo que indica que las muestras poseen un matiz claro y traslucido ya que
permite el paso de la luz. Entre las muestras de cada region se puede observar que
Huehuetenango y Acatenango presentaron mayores valores de luminiscencia, de 26.24 y
26.27 respectivamente. En el caso del valor promedio de los rojo-verde (a*) se obtuvo un
valor de 1.31+0.60, lo que indica que posee una tonalidad rojiza pero no tan predominante
como el caso de las muestras de café hervido. Ademas se puede notar que hay cierta
variacion en los valores de cada muestra ya que unos presentan valores mas altos como
Huehuetenango con 2.43 y Acatenango con 2.19. En el caso del valor promedio para los
amarillo-azul (b*) se obtuvo un valor de 1.61+0.96, lo que indica que predominan los

colores amarillos, sin embargo dentro de las muestras se observd que las muestras de
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Huehuetenango y Acatenango presentaron valores altos, de 3.25 y 3.17 respectivamente,

asi como lo hicieron para los tonos rojos y la luminiscencia.



VIIl. CONCLUSIONES

No existe un método de preparacién que extraiga todos los compuestos de igual

manera.

El método de preparacion que presentd mayor contenido de cafeina fue el método

expreso con un valor promedio de 1.77+0.12%g/g.

El método de preparacion que presenté mayor contenido de acidos clorogénicos y
polifenoles fue el método de hervido con 4.54+0.81%g/g de acidos clorogénicos y de
7.11+1.53%q/g de polifenoles.

El método de preparacion que presentd mayor capacidad antioxidante fue el método
de percolado con un valor de 225.67+61.89ug/mL.
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IX. RECOMENDACIONES

1. Realizar un estudio en el que los procesos de preparacion del café desde su cosecha
hasta la elaboracion de la bebida sean estandarizados para reducir las fuentes de error
y las variables que afectan a los resultados como lo son el tipo de secado, el tipo de

tostado, entre otras.

2. Analizar la relacion entre la concentracion de acidos clorogénicos y contenido de
polifenoles de cada muestra de cada region para utilizarlo como estandar de calidad

del café.

3. Realizar el mismo analisis utilizando muestras comerciales de café local y compararlas

con la region correspondiente de las 8 regiones establecidas en Guatemala.
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XI. ANEXOS

Imagen No. 5: Curva de calibracion obtenida por cromatografia HPLC para cafeina.

Calibration Curves
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Imagen No. 6: Curva de calibracion obtenida por cromatografia HPLC para acidos

clorogénicos.

Calibration Curves
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Imagen No. 7: Curva de calibracién obtenida para la determinacién de concentracion de

polifenoles.
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Imagen No. 8: Distribucién de muestras de café hervido en el analisis de colorimetria.

Imagen No. 9: Distribucion de muestras de café percolado en el andlisis de colorimetria.
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Imagen No. 10: Distribucién de muestras de café expreso en el andlisis de colorimetria.
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Cuadro No. 13: Datos obtenidos para la determinacion de capacidad antioxidante del café

de Huehuetenango elaborado por el método de hervido.

Volumende | Volumende Absorbancia Concentraciéon | % Pérdida de IC50 (pg/mL)
Muestra (mL) | Metanol (mL) [Tiempo O|Tiempo 30 (ng/mlL) Absorbancia

0.02 2.98 1.490 1.445 9.01042 3.02013

0.04 2.96 1.391 1.303 18.02083 6.32638

0.06 2.94 1.369 1.268 27.03125 7.37765

0.08 2.92 1.324 1.063 36.04167 19.71299

0.10 2.90 1.299 1.205 45.05208 7.23634 190.76736

0.12 2.88 1.258 1.087 54.06250 13.59300

0.14 2.86 1.179 0.963 63.07292 18.32061

0.16 2.84 1.200 1.058 72.08333 11.83333

0.18 2.82 1.091 0.864 81.09375 20.80660

0.20 2.80 1.070 0.805 90.10417 24.76636

Figura No. 11: Curva para determinacion de la ecuacion para la obtencion del 1C50 del

café de Huehuetenango elaborado por el método de hervido.
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Cuadro No. 14: Datos obtenidos para la determinacion de capacidad antioxidante del café

de San Marcos elaborado por el método de hervido.

Volumende | Volumende Absorbancia Concentraciéon | % Pérdida de IC50 (pg/mL)
Muestra (mL) | Metanol (mL) [Tiempo O|Tiempo 30 (ng/mlL) Absorbancia

0.02 2.98 1.516 1.480 8.28125 2.37467

0.04 2.96 1.444 1.344 16.56250 6.92521

0.06 2.94 1.435 1.329 24.84375 7.38676

0.08 2.92 1.412 1.267 33.12500 10.26912

0.10 2.90 1.373 1.230 41.40625 10.41515 256.00146

0.12 2.88 1.314 1.204 49.68750 8.37139

0.14 2.86 1.263 1.177 57.96875 6.80918

0.16 2.84 1.220 1.086 66.25000 10.98361

0.18 2.82 1.181 1.018 74.53125 13.80186

0.20 2.80 1.215 0.988 82.81250 18.68313

Figura No. 12: Curva para determinacion de la ecuacion para la obtencion del 1C50 del

café de San Marcos elaborado por el método de hervido.
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Cuadro No. 15: Datos obtenidos para la determinacion de capacidad antioxidante del café

de Fraijanes elaborado por el método de hervido.

Volumende | Volumende Absorbancia Concentraciéon | % Pérdida de IC50 (pg/mL)
Muestra (mL) | Metanol (mL) [Tiempo O|Tiempo 30 (ng/mlL) Absorbancia

0.02 2.98 1.641 1.493 7.70833 9.01889

0.04 2.96 1.526 1.461 15.41667 4.25950

0.06 2.94 1.467 1.369 23.12500 6.68030

0.08 2.92 1.436 1.266 30.83333 11.83844

0.10 2.90 1.377 1.256 38.54167 8.78722 133.61810

0.12 2.88 1.201 1.067 46.25000 11.15737

0.14 2.86 1.194 0.948 53.95833 20.60302

0.16 2.84 1.128 0.821 61.66667 27.21631

0.18 2.82 0.998 0.708 69.37500 29.05812

0.20 2.80 0.964 0.761 77.08333 21.05809

Figura No. 13: Curva para determinacion de la ecuacion para la obtencion del 1C50 del

café de Fraijanes elaborado por el método de hervido.
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Cuadro No. 16: Datos obtenidos para la determinacion de capacidad antioxidante del café

de Nuevo Oriente elaborado por el método de hervido.

Volumende | Volumende Absorbancia Concentraciéon | % Pérdida de IC50 (pg/mL)
Muestra (mL) | Metanol (mL) [Tiempo O|Tiempo 30 (ng/mlL) Absorbancia

0.02 2.98 1.537 1.514 9.94792 1.49642

0.04 2.96 1.472 1.428 19.89583 2.98913

0.06 2.94 1.430 1.365 29.84375 4.54545

0.08 2.92 1.389 1.287 39.79167 7.34341

0.10 2.90 1.374 1.305 49.73958 5.02183 545.65772

0.12 2.88 1.353 1.269 59.68750 6.20843

0.14 2.86 1.300 1.212 69.63542 6.76923

0.16 2.84 1.252 1.134 79.58333 9.42492

0.18 2.82 1.234 1.121 89.53125 9.15721

0.20 2.80 1.169 0.985 99.47917 15.73995

Figura No. 14: Curva para determinacion de la ecuacion para la obtencion del 1C50 del

café de Nuevo Oriente elaborado por el método de hervido.
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Cuadro No. 17: Datos obtenidos para la determinacion de capacidad antioxidante del café

de Atitlan elaborado por el método de hervido.

Volumende | Volumende Absorbancia Concentraciéon | % Pérdida de IC50 (pg/mL)
Muestra (mL) | Metanol (mL) [Tiempo O|Tiempo 30 (ng/mlL) Absorbancia

0.02 2.98 1.520 1.484 7.76042 2.36842

0.04 2.96 1.515 1.482 15.52083 2.17822

0.06 2.94 1.481 1.259 23.28125 14.98987

0.08 2.92 1.463 1.391 31.04167 4.92139

0.10 2.90 1.421 1.322 38.80208 6.96692 42127965

0.12 2.88 1.378 1.279 46.56250 7.18433

0.14 2.86 1.350 1.139 54.32292 15.62963

0.16 2.84 1.304 1.197 62.08333 8.20552

0.18 2.82 1.299 1.183 69.84375 8.92995

0.20 2.80 1.179 0.934 77.60417 20.78032

Figura No. 15: Curva para determinacion de la ecuacion para la obtencion del 1C50 del
café de Atitlan elaborado por el método de hervido.
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Cuadro No. 18: Datos obtenidos para la determinacion de capacidad antioxidante del café

de Acatenango elaborado por el método de hervido.

Volumen de

Volumen de

Absorbancia

Concentracion

% Pérdida de

, , . |1C50 (ng/mL)
Muestra (mL) | Metanol (mL) [Tiempo O|Tiempo 30 (ng/mlL) Absorbancia

0.02 2.98 1.527 1.497 9.01042 1.96464

0.04 2.96 1.437 1.324 18.02083 7.86360

0.06 2.94 1.435 1.305 27.03125 9.05923

0.08 2.92 1.407 1.313 36.04167 6.68088

0.10 2.90 1.377 1.235 45.05208 10.31227 329.55004
0.12 2.88 1.327 1.123 54.06250 15.37302

0.14 2.86 1.302 1.105 63.07292 15.13057

0.16 2.84 1.226 1.068 72.08333 12.88744

0.18 2.82 1.187 0.949 81.09375 20.05055

0.20 2.80 1.200 0.974 90.10417 18.83333

Figura No. 16: Curva para determinacion de la ecuacion para la obtencion del 1C50 del

café de Acatenango elaborado por el método de hervido.
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Cuadro No. 19: Datos obtenidos para la determinacion de capacidad antioxidante del café

de Cobén elaborado por el método de hervido.

Volumende | Volumende Absorbancia Concentraciéon | % Pérdida de IC50 (pg/mL)
Muestra (mL) | Metanol (mL) [Tiempo O|Tiempo 30 (ng/mlL) Absorbancia

0.02 2.98 1.337 1.201 9.27083 10.17203

0.04 2.96 1.226 1.103 18.54167 10.03263

0.06 2.94 1.312 1.186 27.81250 9.60366

0.08 2.92 0.975 0.810 37.08333 16.92308

0.10 2.90 1.217 1.113 46.35417 8.54560 331.34963

0.12 2.88 1.191 1.083 55.62500 9.06801

0.14 2.86 1.161 1.043 64.89583 10.16365

0.16 2.84 1.190 1.070 74.16667 10.08403

0.18 2.82 0.959 0.797 83.43750 16.89260

0.20 2.80 0.929 0.722 92.70833 22.28202

Figura No. 17: Curva para determinacion de la ecuacion para la obtencion del 1C50 del

café de Cobén elaborado por el método de hervido.
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Cuadro No. 20: Datos obtenidos para la determinacion de capacidad antioxidante del café

de Antigua elaborado por el método de hervido.

Volumende | Volumende Absorbancia Concentraciéon | % Pérdida de IC50 (pg/mL)
Muestra (mL) | Metanol (mL) [Tiempo O|Tiempo 30 (ng/mlL) Absorbancia

0.02 2.98 1.453 1.412 10.31250 2.82175

0.04 2.96 1.427 1.259 20.62500 11.77295

0.06 2.94 1.409 1.290 30.93750 8.44571

0.08 2.92 1.365 1.178 41.25000 13.69963

0.10 2.90 1.332 1.187 51.56250 10.88589 208.95564

0.12 2.88 1.315 1.091 61.87500 17.03422

0.14 2.86 1.264 1.144 72.18750 9.49367

0.16 2.84 1.136 0.835 82.50000 26.49648

0.18 2.82 1.128 0.882 92.81250 21.80851

0.20 2.80 1.085 0.811 103.12500 25.25346

Figura No. 18: Curva para determinacion de la ecuacién para la obtencién del 1C50 del

café de Antigua elaborado por el método de hervido.
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Cuadro No. 21: Datos obtenidos para la determinacion de capacidad antioxidante del café

de Huehuetenango elaborado por el método de percolado.

Volumende | Volumende Absorbancia Concentraciéon | % Pérdida de IC50 (pg/mL)
Muestra (mL) | Metanol (mL) [Tiempo O|Tiempo 30 (ng/mlL) Absorbancia

0.03 2.97 1.592 1.539 14.97340 3.32915

0.06 2.94 1.476 1.386 29.94681 6.09756

0.09 291 1.376 1.186 44.92021 13.80814

0.12 2.88 1.366 1.181 59.89362 13.54319

0.15 2.85 1.228 1.061 74.86702 13.59935 294.53905

0.18 2.82 1.160 0.930 89.84043 19.82759

0.21 2.79 1.106 0.855 104.81383 22.69439

0.24 2.76 1.060 0.824 119.78723 22.26415

0.27 2.73 0.971 0.655 134.76064 32.54377

0.30 2.70 0.905 0.584 149.73404 35.46961

Figura No. 19: Curva para determinacion de la ecuacion para la obtencion del 1C50 del

café de Huehuetenango elaborado por el método de percolado.
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Cuadro No. 22: Datos obtenidos para la determinacion de capacidad antioxidante del café

de San Marcos elaborado por el método de percolado.

Volumende | Volumende Absorbancia Concentraciéon | % Pérdida de IC50 (pg/mL)
Muestra (mL) | Metanol (mL) [Tiempo O|Tiempo 30 (ng/mlL) Absorbancia

0.03 2.97 1.547 1.467 14.65426 5.17130

0.06 2.94 1.471 1.401 29.30851 4.75867

0.09 291 1.502 1.302 43.96277 13.31558

0.12 2.88 1.412 1.206 58.61702 14.58924

0.15 2.85 1.382 1.118 73.27128 19.10275 285.00512

0.18 2.82 1.306 1.035 87.92553 20.75038

0.21 2.79 1.260 0.986 102.57979 21.74603

0.24 2.76 1.180 0.833 117.23404 29.40678

0.27 2.73 1.163 0.624 131.88830 46.34566

0.30 2.70 1.074 0.792 146.54255 26.25698

Figura No. 20: Curva para determinacion de la ecuacion para la obtencion del 1C50 del

café de San Marcos elaborado por el método de percolado.
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Cuadro No. 23: Datos obtenidos para la determinacion de capacidad antioxidante del café

de Fraijanes elaborado por el método de percolado.

Volumende | Volumende Absorbancia Concentraciéon | % Pérdida de IC50 (pg/mL)
Muestra (mL) | Metanol (mL) [Tiempo O|Tiempo 30 (ng/mlL) Absorbancia

0.03 2.97 1.535 1.487 13.56383 3.12704

0.06 2.94 1.467 1.418 27.12766 3.34015

0.09 291 1.483 1.381 40.69149 6.87795

0.12 2.88 1.396 1.290 54.25532 7.59312

0.15 2.85 1.424 1.140 67.81915 19.94382 281.10859

0.18 2.82 1.395 1.107 81.38298 20.64516

0.21 2.79 1.337 1.033 94.94681 22.73747

0.24 2.76 1.280 1.034 108.51064 19.21875

0.27 2.73 1.183 0.932 122.07447 21.21724

0.30 2.70 1.164 0.884 135.63830 24.05498

Figura No. 21: Curva para determinacion de la ecuacion para la obtencion del 1C50 del

café de Fraijanes elaborado por el método de percolado.
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Cuadro No. 24: Datos obtenidos para la determinacion de capacidad antioxidante del café

de Nuevo Oriente elaborado por el método de percolado.

Volumende | Volumende Absorbancia Concentraciéon | % Pérdida de IC50 (pg/mL)
Muestra (mL) | Metanol (mL) [Tiempo O|Tiempo 30 (ng/mlL) Absorbancia

0.03 2.97 1.469 1.399 15.45213 4.76515

0.06 2.94 1.453 1.410 30.90426 2.95939

0.09 291 1.354 1.235 46.35638 8.78877

0.12 2.88 1.297 1.074 61.80851 17.19352

0.15 2.85 1.226 0.995 77.26064 18.84176 263.76174

0.18 2.82 1.187 0.978 92.71277 17.60741

0.21 2.79 1.135 0.962 108.16489 15.24229

0.24 2.76 1.035 0.812 123.61702 21.54589

0.27 2.73 0.958 0.609 139.06915 36.43006

0.30 2.70 0.963 0.659 154.52128 31.56802

Figura No. 22: Curva para determinacion de la ecuacion para la obtencion del 1C50 del

café de Nuevo Oriente elaborado por el método de percolado.
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Cuadro No. 25: Datos obtenidos para la determinacion de capacidad antioxidante del café

de Atitlan elaborado por el método de percolado.

Volumende | Volumende Absorbancia Concentraciéon | % Pérdida de IC50 (pg/mL)
Muestra (mL) | Metanol (mL) [Tiempo O|Tiempo 30 (ng/mlL) Absorbancia

0.03 2.97 1.550 1.483 14.57447 4.32258

0.06 2.94 1.471 1.394 29.14894 5.23453

0.09 291 1.459 1.345 43.72340 7.81357

0.12 2.88 1.348 1.046 58.29787 22.40356

0.15 2.85 1.086 0.661 72.87234 39.13444 107.19045

0.18 2.82 0.986 0.546 87.44681 44.62475

0.21 2.79 1.040 0.517 102.02128 50.28846

0.24 2.76 0.882 0.461 116.59574 47.73243

0.27 2.73 0.844 0.516 131.17021 38.86256

0.30 2.70 0.512 0.124 145.74468 75.78125

Figura No. 23: Curva para determinacion de la ecuacion para la obtencion del 1C50 del

café de Atitlan elaborado por el método de percolado.
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Cuadro No. 26: Datos obtenidos para la determinacion de capacidad antioxidante del café

de Acatenango elaborado por el método de percolado.

Volumende | Volumende Absorbancia Concentraciéon | % Pérdida de IC50 (pg/mL)
Muestra (mL) | Metanol (mL) [Tiempo O|Tiempo 30 (ng/mlL) Absorbancia

0.03 2.97 1.549 1.494 14.04255 3.55068

0.06 2.94 1.516 1.443 28.08511 4.81530

0.09 291 1.468 1.343 42.12766 8.51499

0.12 2.88 1.387 1.273 56.17021 8.21918

0.15 2.85 1.321 1.103 70.21277 16.50265 266.78333

0.18 2.82 1.270 1.062 84.25532 16.37795

0.21 2.79 1.210 1.006 98.29787 16.85950

0.24 2.76 1.025 0.796 112.34043 22.34146

0.27 2.73 1.109 0.828 126.38298 25.33814

0.30 2.70 1.067 0.801 140.42553 24.92971

Figura No. 24: Curva para determinacion de la ecuacion para la obtencion del 1C50 del

café de Acatenango elaborado por el método de percolado.
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Cuadro No. 27: Datos obtenidos para la determinacion de capacidad antioxidante del café

de Cobén elaborado por el método de percolado.

Volumende | Volumende Absorbancia Concentraciéon | % Pérdida de IC50 (pg/mL)
Muestra (mL) | Metanol (mL) [Tiempo O|Tiempo 30 (ng/mlL) Absorbancia

0.03 2.97 1.585 1.542 14.78723 2.71293

0.06 2.94 1.517 1.380 29.57447 9.03098

0.09 291 1.449 1.310 44.36170 9.59282

0.12 2.88 1.440 1.236 59.14894 14.16667

0.15 2.85 1.287 1.083 73.93617 15.85082 233.83658

0.18 2.82 1.263 1.034 88.72340 18.13143

0.21 2.79 1.186 0.916 103.51064 22.76560

0.24 2.76 1.126 0.840 118.29787 25.39964

0.27 2.73 0.975 0.694 133.08511 28.82051

0.30 2.70 0.936 0.632 147.87234 32.47863

Figura No. 25: Curva para determinacion de la ecuacion para la obtencion del 1C50 del

café de Coban elaborado por el método de percolado.
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Cuadro No. 28: Datos obtenidos para la determinacion de capacidad antioxidante del café

de Antigua elaborado por el método de percolado.

Volumende | Volumende Absorbancia Concentraciéon | % Pérdida de IC50 (pg/mL)
Muestra (mL) | Metanol (mL) [Tiempo O|Tiempo 30 (ng/mlL) Absorbancia

0.03 2.97 1.663 1.590 16.22340 4.38966

0.06 2.94 1.599 1.509 32.44681 5.62852

0.09 291 1.501 1.323 48.67021 11.85876

0.12 2.88 1.389 1.140 64.89362 17.92657

0.15 2.85 1.208 0.925 81.11702 23.42715 143.19407

0.18 2.82 1.182 0.849 97.34043 28.17259

0.21 2.79 1.256 0.703 113.56383 44.02866

0.24 2.76 1.232 0.513 129.78723 58.36039

0.27 2.73 1.169 0.582 146.01064 50.21386

0.30 2.70 1.020 0.423 162.23404 58.52941

Figura No. 26: Curva para determinacion de la ecuacion para la obtencion del 1C50 del

café de Antigua elaborado por el método de percolado.
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Cuadro No. 29: Datos obtenidos para la determinacion de capacidad antioxidante del café

de Huehuetenango elaborado por el método de expreso.

Volumende | Volumende Absorbancia Concentraciéon | % Pérdida de IC50 (pg/mL)
Muestra (mL) | Metanol (mL) [Tiempo O|Tiempo 30 (ng/mlL) Absorbancia

0.05 2.95 1.485 1.472 11.66667 0.87542

0.10 2.90 1.462 1.428 23.33333 2.32558

0.15 2.85 1.453 1.406 35.00000 3.23469

0.20 2.80 1.344 1.263 46.66667 6.02679

0.25 2.75 1.268 1.147 58.33333 9.54259 33137468

0.30 2.70 1.281 0.971 70.00000 24.19984

0.35 2.65 1.215 1.066 81.66667 12.26337

0.40 2.60 1.160 1.020 93.33333 12.06897

0.45 2.55 1.093 0.935 105.00000 14.45563

0.50 2.50 1.015 0.872 116.66667 14.08867

Figura No. 27: Curva para determinacion de la ecuacion para la obtencion del 1C50 del

café de Huehuetenango elaborado por el método de expreso.
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Cuadro No. 30: Datos obtenidos para la determinacion de capacidad antioxidante del café

de San Marcos elaborado por el método de expreso.

Volumende | Volumende Absorbancia Concentraciéon | % Pérdida de IC50 (pg/mL)
Muestra (mL) | Metanol (mL) [Tiempo O|Tiempo 30 (ng/mlL) Absorbancia

0.05 2.95 1.527 1.456 11.67500 4.64964

0.10 2.90 1.498 1.448 23.35000 3.33778

0.15 2.85 1.472 1.415 35.02500 3.87228

0.20 2.80 1.421 1.363 46.70000 4.08163

0.25 2.75 1.347 1.249 58.37500 7.27543 536.04689

0.30 2.70 1.297 1.175 70.05000 9.40632

0.35 2.65 1.270 1.155 81.72500 9.05512

0.40 2.60 1.234 1.122 93.40000 9.07618

0.45 2.55 1.193 1.068 105.07500 10.47779

0.50 2.50 1.139 1.006 116.75000 11.67691

Figura No. 28: Curva para determinacion de la ecuacion para la obtencion del 1C50 del

café de San Marcos elaborado por el método de expreso.
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Cuadro No. 31: Datos obtenidos para la determinacion de capacidad antioxidante del café

de Fraijanes elaborado por el método de expreso.

Volumende | Volumende Absorbancia Concentraciéon | % Pérdida de IC50 (pg/mL)
Muestra (mL) | Metanol (mL) [Tiempo O|Tiempo 30 (ng/mlL) Absorbancia

0.05 2.95 1.603 1.580 11.66667 1.43481

0.10 2.90 1.525 1.489 23.33333 2.36066

0.15 2.85 1.478 1.366 35.00000 7.57781

0.20 2.80 1.391 1.331 46.66667 4.31344

0.25 2.75 1.389 1.289 58.33333 7.19942 500.96382

0.30 2.70 1.316 1.225 70.00000 6.91489

0.35 2.65 1.267 1.173 81.66667 7.41910

0.40 2.60 1.196 1.088 93.33333 9.03010

0.45 2.55 1.142 1.013 105.00000 11.29597

0.50 2.50 1.088 0.892 116.66667 18.01471

Figura No. 29: Curva para determinacion de la ecuacion para la obtencion del 1C50 del

café de Fraijanes elaborado por el método de expreso.
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Cuadro 32: Datos obtenidos para la determinacion de capacidad antioxidante del café de

Nuevo Oriente elaborado por el método de expreso.

Volumende | Volumende Absorbancia Concentraciéon | % Pérdida de IC50 (pg/mL)
Muestra (mL) | Metanol (mL) [Tiempo O|Tiempo 30 (ng/mlL) Absorbancia

0.05 2.95 1.527 1.400 11.66667 8.31696

0.10 2.90 1.484 1.368 23.33333 7.81671

0.15 2.85 1.441 1.331 35.00000 7.63359

0.20 2.80 1.383 1.296 46.66667 6.29067

0.25 2.75 1.279 1.036 58.33333 18.99922 242 48605

0.30 2.70 1.224 0.985 70.00000 19.52614

0.35 2.65 1.161 0.860 81.66667 25.92593

0.40 2.60 1.108 0.840 93.33333 24.18773

0.45 2.55 1.050 0.844 105.00000 19.61905

0.50 2.50 0.999 0.757 116.66667 24.22422

Figura 30: Curva para determinacion de la ecuacion para la obtencion del 1C50 del café

de Nuevo Oriente elaborado por el método de expreso.
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Cuadro No. 33: Datos obtenidos para la determinacion de capacidad antioxidante del café

de Atitlan elaborado por el método de expreso.

Volumen de

Volumen de

Abso

rbancia

Concentracion

% Pérdida de

, , . |1C50 (ng/mL)
Muestra (mL) | Metanol (mL) [Tiempo O|Tiempo 30 (ng/mlL) Absorbancia

0.05 2.95 1.631 1.638 11.66667 -0.42918

0.10 2.90 1.421 1.397 23.33333 1.68895

0.15 2.85 1.428 1.361 35.00000 4.69188

0.20 2.80 1.366 1.305 46.66667 4.46559

0.25 2.75 1.314 1.225 58.33333 6.77321 353.06476
0.30 2.70 1.235 1.085 70.00000 12.14575

0.35 2.65 1.262 1.144 81.66667 9.35024

0.40 2.60 1.154 1.022 93.33333 11.43847

0.45 2.55 1.082 0.897 105.00000 17.09797

0.50 2.50 1.043 0.875 116.66667 16.10738

Figura No. 31: Curva para determinacion de la ecuacion para la obtencion del 1C50 del

café de Atitlan elaborado por el método de expreso.
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Cuadro No. 34: Datos obtenidos para la determinacion de capacidad antioxidante del café

de Acatenango elaborado por el método de expreso.

Volumende | Volumende Absorbancia Concentraciéon | % Pérdida de IC50 (pg/mL)
Muestra (mL) | Metanol (mL) [Tiempo O|Tiempo 30 (ng/mlL) Absorbancia

0.05 2.95 1.535 1.463 11.66667 4.69055

0.10 2.90 1.490 1.388 23.33333 6.84564

0.15 2.85 1.381 1.263 35.00000 8.54453

0.20 2.80 1.378 1.215 46.66667 11.82874

0.25 2.75 1.285 1.087 58.33333 15.40856 179.95096

0.30 2.70 1.302 1.036 70.00000 20.43011

0.35 2.65 1.230 0.945 81.66667 23.17073

0.40 2.60 1.152 0.862 93.33333 25.17361

0.45 2.55 1.121 0.764 105.00000 31.84657

0.50 2.50 1.088 0.751 116.66667 30.97426

Figura No. 32: Curva para determinacion de la ecuacion para la obtencion del 1C50 del

café de Acatenango elaborado por el método de expreso.

35

y =0.2773x + 0.0996

YalPal

30

25

R*=0.9812

20

15

10

% Pérdida de Absorbancia

40 60

80 100

Concentracion (pug/mL)

120

140




91

Cuadro No. 35: Datos obtenidos para la determinacion de capacidad antioxidante del café

de Cobén elaborado por el método de expreso.

Volumende | Volumende Absorbancia Concentraciéon | % Pérdida de IC50 (pg/mL)
Muestra (mL) | Metanol (mL) [Tiempo O|Tiempo 30 (ng/mlL) Absorbancia

0.05 2.95 1.659 1.586 11.67500 4.40024

0.10 2.90 1.376 1.320 23.35000 4.06977

0.15 2.85 1.356 1.277 35.02500 5.82596

0.20 2.80 1.176 1.072 46.70000 8.84354

0.25 2.75 1.167 1.058 58.37500 9.34019 325.62914

0.30 2.70 1.008 0.800 70.05000 20.63492

0.35 2.65 1.106 0.963 81.72500 12.92948

0.40 2.60 1.034 0.882 93.40000 14.70019

0.45 2.55 1.014 0.831 105.07500 18.04734

0.50 2.50 0.907 0.748 116.75000 17.53032

Figura No. 33: Curva para determinacion de la ecuacion para la obtencion del 1C50 del

café de Cobén elaborado por el método de expreso.
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Cuadro No. 36: Datos obtenidos para la determinacion de capacidad antioxidante del café

de Antigua elaborado por el método de expreso.

Volumende | Volumende Absorbancia Concentraciéon | % Pérdida de IC50 (pg/mL)
Muestra (mL) | Metanol (mL) [Tiempo O|Tiempo 30 (ng/mlL) Absorbancia

0.05 2.95 1.523 1.504 11.66667 1.24754

0.10 2.90 1.473 1.418 23.33333 3.73388

0.15 2.85 1.430 1.290 35.00000 9.79021

0.20 2.80 1.374 1.300 46.66667 5.38574

0.25 2.75 1.314 1.231 58.33333 6.31659 394.40205

0.30 2.70 1.293 1.179 70.00000 8.81671

0.35 2.65 1.236 0.751 81.66667 39.23948

0.40 2.60 1.147 1.009 93.33333 12.03139

0.45 2.55 1.113 0.962 105.00000 13.56694

0.50 2.50 1.041 0.889 116.66667 14.60134

Figura No. 34: Curva para determinacion de la ecuacion para la obtencion del 1C50 del

café de Antigua elaborado por el método de expreso.
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Cuadro No. 37: Caracteristicas de origen de las muestras de café de las 8 regiones.

) Influencia
Identificacion Ori Epoca de | Altitud principal | Temperatura
rigen Suelo P
en bolsa cosecha (m) sobre el promedio °C
microclima
. . Piedra .
Rainforest . Diciembre- | 1300- : Océano
Coban Coban Marzo 1500 caliza, Atlantico 15-20
arcilla
Traditional . Diciembre- | 1500- . Lago grande
Atitlan Aditlan Marzo 1700 Voleanico &N un crater 20-23
Vaolcanic San . Diciembre- | 1400- . Océano
Marcos San Marcos Marzo 1800 WVolcanico Pacifico 21-27
Vaolcanica
: . Enero- 1500- : Walle
Antigua Coffes Antigua Marzo 1700 con piedra encerrado 18-22
piémez
Fraijanes Fraiianes Diciembre- | 1400- ;";E::Eail;lgraa Flanicies 12-96
Flateau J Febrera 1800 P altas
poémez
Acatenango Acatenango | Diciembre- | 1300- ‘Eu"nt:iﬁélil;ig; AEE{Z?;T]SD 14-31
Valley g Marzo | 2000 P g
pimez v Fuego
o A Diciembre- | 1300- | Metamdrfico Océano i
MNew Oriente MNuevo Oriente Marzo 1700 y arcilloso Atlantico 18-25
Highland Enero- 1500- Fiedra Planicies de
Huehue Huehuetenango Abril 2000 caliza Tehuantepec 21-27




