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Resumen

La cascara de café posee un potencial valioso gracias a su contenido de compuestos
bioactivos. El estudio se enfocé en determinar los niveles de polifenoles y cafeina para evaluar su
viabilidad como recurso en la industria alimentaria. En este contexto, se analizaron 11 muestras
de cascaras de café obtenidas por diversas fincas del Ecuador. Se aplicé un método convencional
de extraccion soélido-liquido utilizando cascaras de café deshidratadas. Estas cascaras se
sometieron a un bafio de agua a 60 °C durante 1 hora, seguido de una centrifugacién a 3500 rpm
durante 10 minutos. Se recolectaron los sobrenadantes y se filtraron con un tamafio de poro de
0.22 um. Mediante el método de cromatografia liquida (HPLC) con detector de arreglo de diodos
y utilizando patrones de referencia, se cuantificaron diez compuestos fitoquimicos: CAF (50.146
mg/g Bs), seguido del ACG (14.767 mg/g Bs), el AS (3.513 mg/g Bs) y la CAQ (1.119 mg/g Bs).
Se encontraron niveles moderados de RT (0.996 mg/g Bs), AG (0.888 mg/g Bs) y CFA (0.477
mg/g Bs), mientras que las concentraciones mas bajas se registraron en QRC (0.085 mg/g Bs),
ECQ (0.085 mg/g Bs) y ACM (0.161 mg/g Bs). Ademads, los resultados del andlisis de
componentes principales indicaron que la variedad y la localidad influyeron significativamente en
la composicion fitoquimica. Los resultados del extracto acuoso de las céscaras de café indican que
pueden ser empleadas como materia prima para la obtencion de compuestos bioactivos de interés

alimentario para crear bebidas funcionales o energizantes.

Palabras Clave: Céascara de café, subproducto, polifenoles y cafeina, industria alimentaria, HPLC



Abstract

Coffee skins have valuable potential due to their content of bioactive compounds. The
study focused on determining the levels of polyphenols and caffeine to assess their viability as a
resource in the food industry. In this context, 11 samples of coffee husks obtained from different
farms in Ecuador were analyzed. A conventional solid-liquid extraction method was applied using
dehydrated coffee husks. These skins were subjected to a water bath at 60 °C for 1 hour, followed
by centrifugation at 3500 rpm for 10 minutes. The supernatants were collected and filtered with a
pore size of 0.22 um. Using the liquid chromatography (HPLC) method with diode array detector
and using reference standards, ten phytochemical compounds were quantified: CAF (50,146 mg/g
Bs), followed by ACG (14,767 mg/g Bs), AS (3,513 mg/g Bs) and CAQ (1,119 mg/g Bs).
Moderate levels of RT (0.996 mg/g Bs), AG (0.888 mg/g Bs) and CFA (0.477 mg/g Bs) were
found, while the lowest concentrations were recorded in QRC (0.085 mg/g Bs), ECQ (0.085 mg/g
Bs) and ACM (0.161 mg/g Bs). In addition, the results of principal component analysis indicated
that variety and locality significantly influenced the phytochemical composition. The results of the
aqueous extract of coffee skin indicate that they can be used as a raw material to obtain bioactive

compounds of food interest to create functional or energizing beverages.

Keywords: Coffee skin, by-product, polyphenols and caffeine, food industry, HPLC
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Capitulo 1



1.1 Introduccién

En los Gltimos afos, ha surgido una creciente preocupacion por la sostenibilidad y la
revalorizacion de los residuos generados por diferentes industrias. La industria del café debe
gestionar los subproductos, como la cascara de café, que se desechan en grandes cantidades.
(Farah et al., 2008).

Tradicionalmente, la cascara de café se consideraba un desecho y se destinaba al
compostaje o incineracion, lo que generaba un impacto ambiental negativo. Sin embargo, se ha
descubierto que la cascara de café contiene valiosos compuestos bioactivos, como los polifenoles
con propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas, y la cafeina, que actia como
estimulante del sistema nervioso central (Rebollo-Hernanz et al., 2019).

Antes de considerar su uso en productos alimentarios, es necesario evaluar
minuciosamente su contenido de polifenoles y cafeina, asi como los factores que afectan su
concentracion. Esto ayudaria a reducir residuos y obtener ingredientes naturales con fines
comerciales, promoviendo practicas mas sostenibles en la industria alimentaria.

En esta tesis, se evaluara el contenido de polifenoles y cafeina en los residuos de cascara
de café para determinar su viabilidad como materia prima en la industria alimentaria. Se
utilizaran métodos de extraccién y analisis para cuantificar los compuestos bioactivos presentes
y se investigaran estrategias de procesamiento para conservar su contenido y calidad.

También, se abordaran aspectos relacionados con la estabilidad y la seguridad alimentaria
de los extractos obtenidos (Farah et al., 2008). Los resultados de esta investigacién podrian guiar
futuras investigaciones y la creacion de productos enriquecidos con polifenoles y cafeina de la
cascara de café, generando impactos positivos en economia, medio ambiente y salud publica.

(Rebollo-Hernanz et al., 2019)



1.2. Descripcion del problema

El café es un producto de gran demanda a nivel mundial y desempefia un papel
fundamental en la economia de muchos paises en desarrollo. Sin embargo, enfrenta un gran
desafio en términos de aprovechamiento de sus subproductos. A pesar de que la produccion
anual de cafe supera los 10 millones de toneladas, méas del 90% de esta produccion se considera
desperdicio, incluyendo la cascara (Sousa et al., 2021).

La cascara representa el 45% del peso total de la cereza de café. Se

estima que el consumidor promedio de café es responsable de generar alrededor de 3 kg de
desperdicio de cascara por afio, lo que resulta en una cifra alarmante de méas de 1,7 millones de
toneladas de cascara de café desperdiciadas a nivel mundial (Echeverria et al., 2017).

Esta situacion plantea una oportunidad para la industria del café en cuanto al
aprovechamiento de los subproductos y la adopcion de practicas sostenibles. Segun datos
disponibles, solo se utiliza alrededor del 5% del fruto fresco del cafetal para bebidas. Mientras
que aproximadamente 250.000 toneladas de desechos de café terminan en vertederos cada afio,
generando un impacto significativo en el medio ambiente (Virgliez Garzon & Ciro Castro,
2019).

Se registra que el 58% de los caficultores realiza un manejo inadecuado de estos
subproductos, la mayoria son descartados en efluentes, mientras que su uso en la alimentacion
animal o compostaje es poco comun. A pesar de los componentes saludables como polifenoles y
cafeina, su potencial no se esta aprovechando plenamente (Suarez Albarracin, 2018).

Con el crecimiento continuo de la produccion y el consumo de café a nivel mundial, es
crucial encontrar formas innovadoras de aprovechar estos subproductos para la creacién de
productos diferenciados y sostenibles, contribuyendo a una economia mas circular. Por ejemplo,
el desarrollo de infusiones a base de cascara de café o alimentos enriquecidos con sus

beneficiosos componentes.



1.3. Justificacién del problema

La cascara de café posee un potencial prometedor en la industria alimentaria. Estos
compuestos bioactivos han sido ampliamente estudiados por sus propiedades beneficiosas para
la salud humana, como su capacidad antioxidante y sus efectos estimulantes. Aprovechar la
cascara de café como una fuente rica en polifenoles y cafeina puede abrir nuevas
oportunidades para la generacién de productos alimentarios innovadores.

El principal motivo para la valorizacion de la cascara de café radica en su potencial
nutricional. Los polifenoles presentes en la cascara de café han sido asociados con propiedades
antioxidantes que ayudan a combatir el estrés oxidativo y reducir el riesgo de enfermedades
cronicas. Por otra parte, la cafeina, tiene efectos estimulantes que pueden proporcionar
beneficios cognitivos y mejorar el estado de alerta.

La valorizacién de la cascara de café puede contribuir a la reduccion de residuos en la
industria alimentaria. Al utilizar la cascara de café como una fuente de polifenoles y cafeina, se
promueve la economia circular al convertir un residuo en una valiosa materia prima,
reduciendo asi la carga ambiental asociada con su eliminacion.

La investigacion de la valorizacién de la cascara de café tiene el potencial de generar
productos alimentarios innovadores y diferenciados en el mercado. La incorporacion de la
cascara de café puede agregar un perfil de sabor Unico y distintivo a los productos
alimentarios, permitiendo a las empresas destacarse por su sabor y ofrecer beneficios para la
salud. Esta innovacion puede ser clave para diferenciarse en un mercado cada vez mas
competitivo y demandante.

En téerminos economicos, el desarrollo de productos innovadores puede crear nuevas
oportunidades comerciales para las empresas. Sobre todo, esta valorizacion puede tener un
impacto positivo en las comunidades productoras de café, al promover empleo en estas

regiones.



1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Determinar los niveles de polifenoles y cafeina presentes en las cascaras de café proveniente de

fuentes agricolas e industriales, para la evaluacion de su potencial en la industria alimentaria.
1.4.2. Objetivos especificos

e Desarrollar una metodologia de andlisis cromatografico de polifenoles y cafeina en la
cascara de café siguiendo los criterios establecidos en la norma ISO 17025.

e Determinar la concentracion de compuestos fenolicos presentes en la cascara de café
mediante el método de cromatografia liquida (HPLC) con detector de arreglos de diodos.

e Analizar la influencia de la variedad y localidad de las muestras segun el contenido de
polifenoles totales y cafeina para la elaboracion de una propuesta basada en el

aprovechamiento de cascaras de café.

1.5. Marco tedrico

1.5.1. Generalidades del café
1.5.1.1. Origen y distribucion

El origen etimoldgico de la palabra "café" se remonta al término arabe "Qahwa", el cual
se traduce como una bebida o vino estimulante. Por otro lado, en el vocablo turco, el término
"Kahve", que hace referencia al fruto o semilla del cafeto. Estas denominaciones linguisticas
reflejan la historia cultural asociada al café en diferentes regiones del mundo (Bettancourt, 2002).

El Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca (MAGAP) informa que
el café fue introducido en Ecuador en el afio 1764 por Thomas Nugent, quien import6 de
semillas de la isla de Martinica. Esta planta se extendio por todo el pais, siendo la provincia de

Manabi una de las primeras en comenzar la actividad cafetalera (Monge, 2015).



1.5.1.2. Taxonomia del café

El café pertenece al género Coffea y engloba aproximadamente 100 especies distintas.
No obstante, Unicamente dos de estas especies son cultivadas con fines comerciales: Coffea
Arabica L. y C. Canephora (Cofenac, 2012) . A continuacion, se proporciona una descripcion

exhaustiva sobre la taxonomia del café.

Tablal.1

Taxonomia del café

Reino Descripcion
Division Magnoliophyta
Sub-Division Angiospermae
Clase Magnoliatea
Subclase Asteridae
Orden Rubiales
Familia Rubiaceae
Género Coffea
Especie(s) C. arabica, C. Canephora, C. Liberiano

Nota. Fuente: UCC, 2016

1.5.1.4. Variedades de especies (C. Arabica L & C. Canephora)

La especie Coffea Arabica L, posee dos variedades botanicas que son Typicay
Bourbon, esta Gltima ha dado origen a mutaciones naturales como Caturra (Brasil, Colombia). La
variedad SL28 (Kenia, Africa) fue desarrollada por Scott Laboratories en 1930 mediante el cruce
de Bourbon y Typica (MAG, 2018).

Las variedades antes mencionadas se cultivan en zonas humedas y altitudes entre 600 a
1200 m.s.n.m., ademas el contenido de cafeina es relativamente bajo, 0.9% y 1,5% (Sanchez
Reyes, 2009). En el Noroccidente de Pichincha se producen variedades como Caturra, Typica,

SL28 y Bourbon, favorecidas por condiciones agroecoldgicas Unicas (Cofenac, 2012).



Por otro lado, la especie Coffea canephora tiene una gran adaptabilidad en tierras bajas,
calidas y himedas con altitudes entre 500 a 1500 m.s.n.m. La Asociacion Nacional de
Exportadores de Café registra que las dos variedades de Coffea canephora mas predominantes en
Ecuador son Conilén y Robusta (ANECAFE, 2019). Se reporta que la concentracion de cafeina
en estas variedades es mas alta que en el café arabico, alcanzando un 2.7% (Sanchez Reyes,

2009)

1.5.1.5. Estructura morfoldgica de la cereza de café

» Pericarpio: El pericarpio del café est4d compuesto por tres capas distintas:
e Exocarpio: Es la capa externa del fruto de café y su color varia segiin su madurez y
de la variedad del café. (Rocio, 2021)
e Mesocarpio: Representa la pulpa y mucilago del fruto. Durante la maduracion, da
lugar a un hidrogel rico en azucares y pectinas. (Rocio, 2021)
e Endocarpio: Es la cascara que envuelve el grano de café. (Rocio, 2021)
» Endospermo: Representa al grano de café. Es la parte del fruto que, una vez que ha

sido tostada y molida, se convierte en la bebida de café. (Rocio, 2021).

Figural.l

Estructura de la cereza del café
Exocarpo
Mesocarpio
Endocarpio

Nota. Fuente (Rocio, 2021)



1.5.1.6. Composicién quimica del café

La composicion quimica del café incluye tanto agua como materia seca. La materia seca
de los granos de café se compone de minerales y diversas sustancias organicas, como
carbohidratos, lipidos, proteinas, alcaloides (como la cafeina y la trigonelina), cidos carboxilicos
y fendlicos, y compuestos volatiles que contribuyen al aroma caracteristico de los granos de café

(Manosalvas, 2017).

Tablal.2

Promedios de la composicion quimica del grano de café

Composicion quimica  Arabica (%) Robusta (%)

Polisacaridos 50,8 56,40
Sacarosa 8,00 4,00
Azucares reductores 0,10 0,40
Proteinas 9,80 9,50
Aminoacidos 0,50 0,80
Cafeina 1,20 2,20
Trigonelina 1,00 0,70
Lipidos 16,20 10,00
Acidos alifaticos 1,10 1,20
Acidos clorogénicos 6,90 10,40
Minerales 4,20 4,40

Nota. Fuente: (Puerta G. 1., 2011)



1.5.1.7. Grado de madurez de la cereza de café

La recoleccion se basa en el color del fruto, que varia segun la variedad y propiedades
quimicas, desde tonos verdes, amarillos y rojos. La Tabla 1.3 muestra la escala de madurez del
café que describe el color del fruto, su etapa de cosecha y la edad en dias después de la floracion
(ddf). También cuantifica los pigmentos presentes, como Cian (C), Magenta (M), Amarillo (Y) y

Negro (K), identificando ocho estados de madurez diferentes (Marin et al., 2013)

Tabla 1.3

Colores del fruto de café segln escala Pantone.

Escala de color Pantone(%0)*
Estado Edaddel Cian Magenta Amarillo Negro  Escala de color

fruto (© (M) (Y) (K)
' 182 35 0 100 40 Color verde oscuro
VERDE 1
189 35 0 100 30 Color verde oscuro
196 40 20 100 15 Coloracion verde
oscura brillante
Coloracion verde
203 20 0 100 40 con tonalidades
amarillas
20 0 100 40 Color verde cera al
210 10 75 80 0 pedunculo
0 100 90 10  Colorrojo
217 10 80 70 15  brillante/opaco
10 100 50 30 Color morado
224 0 35 0 100  brillante/opaco
0 0 35 100 Color café oscuro
231 0 0 25 80  (pulpa adherida a la
almendra)

SECO

Nota. Ocho estados de madurez del café. Fuente: (Marin et al., 2013)



1.5.2. Cultivo de café en Ecuador

Las dos especies de café predominantes en el pais son: Coffea arabica L. y Coffea
canephora, que ocupan el 65% y 33% del area cultivada mundial, respectivamente. En el pais,
existen alrededor de 231,919 hectareas de cafetales, con 151,958 hectareas (66%) dedicadas al
café arabigo, localizadas en las cordilleras Andinas Occidental y Oriental, a altitudes que
oscilan entre los 500 y 1800 (m.s.n.m.).

Este tipo de cultivo es predominante en las provincias de Manabi, El Oro, Loja,
Sucumbios, Cafiar y Guayas (Bettancourt, 2002). Mientras que 79,969 hectareas (34%) estan
destinadas a la especie robusta, cultivada por debajo de los 600 (m.s.n.m.), en provincias como
Esmeraldas, Pichincha, Santo Domingo, Los Rios, Napo, Sucumbios y Orellana (FAO et al.,

2012). La superficie cafetalera por provincia se describe en la tabla 1.4

Tablal.4

Superficie cafetalera mas representativa en el Ecuador

Provincias Coffea arabica (ha) Coffea robusta (ha)
Esmeraldas 1.800 6.345
Manabi 70.050 0
Guayas 11.195 425
Los Rios 4.770 6.610
El Oro 9.730 0
Pichincha 1.300 1.300
Santo Domingo 0 5.300
Cotopaxi 2.000 1.600
Loja 29.345 0
Bolivar 3.410 3.780
Sucumbios 0 17.320
Orellana 0 20.000
Napo 120 4.800
Zamora Chinchipe 6.350 0

Nota. Adaptado de (Cofenac, 2012)



1.5.3. Subproductos del procesamiento de café

En el cultivo del café, alrededor del 5% del fruto se utiliza en su preparacion, mientras
que el 95% restante representa los residuos generados, incluyendo la cascara (pulpa y cascarilla)
y mucilago. (Cofenac, 2012). La pulpa constituye el 56% del peso del fruto fresco, ademas de

contener agua (21%), cascarilla (7%), mucilago (16%). (Virgliez Garzon, 2019).

1.5.3.1. Composicion quimica y nutrimental de la pulpay cascarilla de café

La composicion quimica de la pulpa y cascarilla difiere segun la variedad de café, la

ubicacién geografica y las practicas agricolas utilizadas (Zavala, 2021).

Tabla 1.5
Composicién Quimica de la pulpa de café
% Fresca  Deshidratada Fermentada natural

Humedad 76,7 12,6 7,9
Materia seca 23,3 87,4 92,1
Fibra cruda 3,4 21,0 20,8
Proteina cruda N x 6.25 2,1 11,2 10,7
Cenizas 1,5 8,3 8,8

Nota. Fuente: (Puerta G. I., 2011)

Tabla 1.6
Composicién Quimica de la cascarilla de café
% Cascarilla de café

Humedad 7,6

Materia seca 92,8

Fibra cruda 70,0

Proteina cruda N x 6.25 2,4

Cenizas 0,5

Nota. Fuente: (Puerta G. I., 2011)



1.5.3.2. Caracteristicas fisicoquimicas
1.5.3.2.1. Color

La madurez de la cereza se relaciona con cambios en la concentracién de sélidos solubles
y acidez, que influyen en la sintesis o descomposicion de pigmentos como antocianinas,

carotenoides y clorofila (Marin et al., 2013).
15.3.2.2 Grados Brix

Los grados brix se utilizan para medir el contenido de aztcares o0 compuestos solubles en
la cascara de café, lo que puede estar relacionado con su madurez, calidad o caracteristicas fisicas

(Davis et al., 2019).

15323  pH

El pH del fruto del cafeto disminuye con la maduracion debido a la fermentacion de

azUcares y acidos organicos (Pulgarin, 2014).
15324 Humedad

La humedad de un producto es el porcentaje que ocupa el agua en la masa total de materia
solida y se puede expresar en base himeda (bh) o en base seca (bs). En el café, es recomendable
que la humedad no supere el 13% para evitar un mayor riesgo de dafios fisicos y descomposicion

causada por microorganismos (Masson, 2009)
1.5.3.25 Actividad de agua

Se expresa como la relacion entre la presion parcial de vapor de agua sobre el alimento

(Pa) y la presién de vapor de saturacion del agua pura a la misma temperatura (Pao).



1.5.4 Polifenoles y cafeina

Los polifenoles son compuestos aromaticos derivados de los acidos meval6nico y
shikimico, y se encuentran ampliamente en plantas y bebidas, como el café. Se ha demostrado
que su consumo esta asociado con la reduccién del riesgo de enfermedades cronicas
(Middleton et al., 1994). En una taza de café filtrado de 100 ml, se encuentran presentes 266.7
mg de polifenoles totales, y la gran mayoria, alrededor del 98%, son &cidos hidroxicinamicos
(Preedy et al., 2015). Entre estos compuestos, el mas abundante es el acido 5-O-
Cafeoilquinico, con una cantidad de 43.1 mg en café arabica y 75.8 mg en café robusta (Neveu
etal., 2010)

Los &cidos clorogénicos (CGA) son compuestos esterificados que resultan de la
combinacion de &cido quinico con &cidos tras-cindmico, siendo el &cido cafeico y fertlico los
que conforman este ultimo grupo en el café. Estos compuestos son los responsables de otorgar
al café su caracteristico aroma y acidez (Puerta, 2000)

Otros &cidos fendlicos que se encuentran en el café son las isoflavonas, ligninas,
taninos y antocianinas. Las isoflavonas y ligninas pertenecen al grupo de fitoestrégenos que
tienen capacidad protectora contra la hipercolesterolemia, carcinogénesis y osteoporosis
(Saura, 2014).

Por otro lado, la cafeina es un alcaloide presente en el café, el té, el chocolate y ciertas
bebidas energéticas. Se encuentra en mayor concentracion en la variedad robusta con 2,1%,
mientras que el café arabiga posee 1,3% de cafeina (Puerta, 2011). Tiene un efecto directo
como estimulante del sistema nervioso central, reduciendo el cansancio y aumentando el estado
de alerta para mejorar el rendimiento fisico y mental.

Al consumir una gran cantidad de cafeina esta podria causar dependencia y su
concentracion en una bebida energizante debe estar entre 250 mg L -1y 320 mg L -1 (NTE

INEN 2 411:2015).



La tabla 1.7 presenta la clasificacion de los compuestos fenolicos y sus propiedades.

Tabla 1.7

Clasificacion y propiedades de los compuestos polifenoles

Grupo Subgrupo

Sustancias

Propiedades

Acidos benzoicos

Acido galico, Acido

Siringico

Acidos
fendlicos _ Acidos
hidroxicinamicos

Acido clorogénico,
Acido cafeico, Acido

p-cumarico

Antioxidante frente a
desordenes cardiovasculares,
antiinflamatorias y

anticancerigenas

Rutina, Quercetina,

Flavonoles Kaempferol
Catequina,
Flavanoles Epicatequina,

Flavonoides y Galocatequina Antiinflamatorio, antioxidante,
compuestos Daicina, Genistina, anticancerigeno, antidiabético
relacionados Isoflavonas Daiceina efecto metabolico,

Flavonas Apigenina actividad enzimatica,
Naringenina, anticoagulante.
Flavanonas Naringina
Malvidina, Cianidina,
Antocianidinas  Delfinidina, Petunidin
- Cafeina, Teofilina,
Xantinas Teobromina Antiinflamatorios, diurético

Nota. Fuente: Adaptado (Padilla, 2018)



1.5.5 Métodos de evaluacidn de polifenoles y cafeina

La evaluacion precisa del contenido de polifenoles y cafeina en los residuos de cascara
de café requiere de métodos analiticos especificos. Para la determinacion de los polifenoles, se
utilizan técnicas de extraccion y cuantificacion, como la extraccion con solventes y la
cuantificacion mediante técnicas cromatograficas (Gao et al., 2019).

Las técnicas cromatograficas, como la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
y la cromatografia de capa fina (TLC), son ampliamente utilizadas para la separacién y
cuantificacion de diferentes polifenoles presentes en los residuos de cascara de café (Liu et al.,

2018). En este estudio, se empleara la extraccion con solvente acuoso mediante Bafio Maria.

1.5.6 Variables implicadas en la extraccion de polifenoles

La etapa de pre-extraccion en el estudio de propiedades bioldgicas de compuestos
fitoquimicos involucra la preparacion de la muestra para preservar biomoléculas antes de la
extraccion, pudiendo optar por secar hojas, tallo, cascaras, pulpas.

El estudio de (Seremet, 2016) analiz6 el efecto del método de secado en la curva de
secado y la capacidad de rehidratacion de muestras de calabaza. Se demostr6 que el secado con
aire caliente aumento la capacidad de rehidratacion de muestras de calabaza. La eliminacion de
agua de las células altera las propiedades del sistema, permitiendo que la pared celular absorba y
retenga el solvente.

(Safdar et al., 2017) demostrd que la combinacion de agua y etanol favorece la
extraccion de compuestos con polaridad similar. Por otro lado, la relacion soluto: solvente es
esencial, segun Xi et al. (2009), ya que la saturacion del solvente en compuestos bioactivos

detiene la difusion, afectando los resultados de la extraccion de compuestos fitoquimicos.



1.5.7 Investigaciones preliminares sobre aprovechamiento de la cascara de café

La investigacion y desarrollo de la cascara de café en la industria alimentaria son clave
para aprovechar su potencial y buscar nuevas oportunidades comerciales. Se requiere de un
enfoque multidisciplinario con expertos en alimentos, nutricion, tecnologia y sostenibilidad.
También es importante evaluar la calidad y seguridad de los productos derivados de la cascara
de café para garantizar su aceptacion y cumplir con las regulaciones alimentarias establecidas.

(Capanoglu et al., 2018)

Figura 2.2
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Capitulo 2



2.1 Metodologia.

2.1.1 Disefio Metodoldgico

En la Figura 2.1 se muestra el disefio metodologico de esta investigacion. Se realizara la
preparacion de muestras, seguido de una extraccion utilizando agua como solvente y finalmente
se realizara el analisis de compuestos polifendlicos presentes en cascaras de café mediante

cromatografia de liquidos con detector de arreglos de diodos.

2.1.2 Enfoque

La investigacion se realizara para obtener informacién acerca de los polifenoles de la

cascara de café, por lo cual se desarrollara bajo un enfoque aplicado-cuantitativo.

Figura 2.3

Disefio metodolégico de la investigacion

Café

Cascara de café

Extraccion seca
Solvente: Agua

-

Bafio Maria: Centrifuga: Filtrar sobrenadante Analisis de
60°C por 1h 3500 rpm con filtro 0.22 um polifenoles en HPLC



2.1.3 Lugar de estudio

El presente trabajo de investigacion se realizo entre los meses de junio a agosto 2023 en
los laboratorios de Quimica de la FCNM y CIBE- ESPOL, Campus Gustavo Galindo; a una

temperatura de 24.5°C y humedad relativa de 55%.

2.1.4 Poblacién y Muestra

Se recolectaron un total de 11 muestras de pulpa y cascara de café de la especie Coffea
arabica, provenientes de distintas provincias: Manabi (temperatura anual 23.99 °C, altitud 167
m), El Oro (Pifas, temperatura anual 20.08 °C, altitud 1161 m), Loja (Catacocha, temperatura
anual 17.41 °C, altitud 1887 m), Bolivar (Caluma, temperatura anual 22°C, altitud 486 m); se

obtuvieron dos muestras comerciales de té de cascara de café proveniente de Pichincha y Loja.

Tabla 2.1
Informacion de muestras de café (Coffea Arabica L. & Coffea Canephora)
No. Muestra Lugar Lote Especie Variedad Madurez'._mmedad GraQos
inicial % Brix
1 Cascara Loja C. Aréabica Typica Sobre 6.95 3.97 2.45
seca maduro
Céscara . C. Ardbica/  Typica/
2 fresca Manabi A |C. Canephora Robusta Seco 8.05 494 130
3 gﬁ?g:”a Pifias C. Canephora Robusta  Seco 1512 6.73 0.90
4 U0 Caluma C.Ardbica  Typica  verde 2156 7.82 050
himedo amarillo
5 Sei;cara Loja C.Ardbica  Caturra  Seco 632 407 050
Fruto . -
6 SeCO Manabi C. Aréabica Caturra  Seco 1383 464 1.00
Fruto . - .
7 Seco Manabi C. Aréabica Typica  Seco 1219 694 1.00
B
g Fruto Manabf C.Ardbica  Typica Maduro  77.12 358 1.70
himedo
9 TV pidtas C.Canephora Robusta S°0r 8180 381 1.80
himedo maduro
10 ge"’(‘:zcara Quito C (C.Ardbica SL28  Seco 10.84 354 2.65
11 CASCAMA o nab D . Ardbica Kawa  S0Pre 93.09 378 175
himeda maduro




2.1.5 Conservacion de muestras

Las muestras fueron llevadas a una temperatura de 25 °C y luego colocadas en bolsas de

polietileno de baja densidad de tamafio 25x35 cm y grosor 200. Estas bolsas fueron almacenadas

a una temperatura de 10 °C hasta que se iniciara el proceso de secado.

2.1.6 Operacionalizacion de Variables e indicadores

Tabla 2.2

Operacionalizacién de Variables e indicadores

Definicion

Variables Dimension Indicadores  Metodologia
conceptual
Secado
Variedad de mecanico,
, . Molienda,
Variable El grano del café cascara Eiltrado
independiente: ngezacorTrlg'a ugg o Color Escala Pantone
Céscara de café denominaré{ ' Caracteristicas  Actividad de  Equilibrio de
de |a espeCie Céscara 3 |a Capa fISICOQUImlcaS agua (aw) Vapor
Coffea Arébica L. que lo recubre Humedad (%)  Gravimetria
' Grados Brix  Refractémetro
pH Potenciémetro
mg/kg de
base seca.
Moléculas:
Catequina
Epicatequina
Rutina
Naringenina
Apigenina
] Quercetina
Variable MO.IeC.UIaS Kaempferol
dependiente: antioxidantes que p-cumarico HPLC con
N tran, en 4 P
Determinacion ~ >¢_chetentran Método para Acido detector de
de polifenoles y maé/_odr O menor determinar clorogénico arreglo de
cafeina medica, en casl — polifenoles Cafeina diodos
todas las plantas Acido galico

Acido cafeico
Quercetina




2.1.7 Procesamiento de muestras
2.1.7.1 Evaluacidn de las condiciones de secado

Debido a que las pulpas de café tenian un alto contenido de humedad (mayor al 80%) y
registraban una actividad de agua superior a 0.65, eran susceptibles a la proliferacion de
microorganismos y la produccién de Ocratoxina A. Por consiguiente, se establecieron las
condiciones necesarias para llevar a cabo el proceso de secado y determinar isotermas de
adsorcion. Se generaron curvas de secado a partir de la pulpa de café descongelada. El proceso
de secado fue realizado por aire caliente en una estufa (modelo Memmert UM400) a temperatura
de 60 °C y humedad relativa del aire de 50% en tiempos de 0, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180,

300 y 420 minutos.

2.1.7.2 Proceso de secado en estufa

Antes de llevar a cabo los experimentos de secado, las muestras fueron descongeladas
durante toda la noche hasta alcanzar la temperatura ambiente. Se seleccionaron manualmente las

cerezas de café y se redujo su tamafio con un mortero para obtener muestras homogéneas.

Figura 2.4

Proceso de despulpado del café utilizando un mortero




Se registrd la masa inicial de aproximadamente 5 g de cada muestra en su estado himedo
en crisoles, utilizando una balanza analitica (modelo Aventurera™ Pro Analytical Electronic

Balance, AV64C | OHAUS) para establecer una masa de control.

Figura 5.3

Las muestras fueron separadas en tres lotes. Se dispusieron alrededor de 50 g de cada

muestra en bandejas de aluminio con un espesor aproximado de 1 cm para cada lote de secado.

Figura 6.4
Secado de cascaras de café

Nota. Secado del Lote A en estufa a ua temperatura de 60°C.



Se registrd de forma periddica el peso de las muestras una vez que se enfriaron en un
desecador. Se repitio el proceso hasta que las muestras alcanzaron el equilibrio higroscopico,

determinado por el cambio de masa constante durante tres mediciones consecutivas.

Figura 7.5 Masa de control de cascaras de café posterior al secado
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Nota. Control de secado del Lote B
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El lote A se secd durante 20 horas, se registré un contenido de agua de 1.49 + 0.05%
(d.b.) (llustracién 2.1). El lote B fue sometido a secado continuo por un periodo de 24 horas,
hasta peso constante. Se obtuvo un contenido de humedad de 1.733 + 0.05% (db.) (llustracion
2.2). Por otro lado, el lote C fue sometido a secado continuo por un periodo de 30 horas, hasta
peso constante. Se obtuvo un contenido de humedad de 1.733 + 0.05% (db.) (Ilustracién 2.3)

Finalmente, las muestras de cascara se envasaron al vacio en bolsas de polietileno (PE).

Figura 8.6

Secado de cascaras de café




Figura 9.7

Lote A - Apariencia de cascaras secas de café

Nota. El secado del Lote A fue realizado el (8/06/2023).

Figura 10.8
Lote B - Apariencia de céscaras secas de café

Nota. El secado del Lote B fue realizado el (12/06/2023).

Figura 11.9

Lote D - Apariencia de cascara seca de cafée
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Nota. El secado del Lote D fue realizado el (4/07/2023).



2.1.7.3 Molido de muestras

Se pesaron 10 g de céscara seca y se trituraron en un molino hasta obtener particulas méas

pequerias, luego fueron colocadas en bolsas herméticas para conservar sus propiedades.

Figura 12.10

Proceso de molido de café

2.1.8 Parametros evaluados
2.1.8.1 Determinacidn del porcentaje de humedad

De acuerdo con el estudio de Youcef-Ali et al. (2001), se determiné la masa final de las

cascaras de café para el calculo de humedad (H) en base himeda, expresada en %.

H= (M) x 100%
my 0 (2.1)

Donde:
H = Humedad (%)
m, = Masa de cascara hameda (gH,0)

m, = Masa de cascara seca (g sélido seco)



2.1.8.2 Actividad de agua

Para medir la actividad de agua, se empled un higrometro de conductividad estandarizado
(modelo AQUALAB) a temperatura ambiente (24.5 °C). El equipo se calibro utilizando la sal de

LiCl, para mantener un rango especifico de actividad de agua segun el tipo de muestra analizada.

Tabla 2. 3

Valores de actividad de agua de soluciones salinas saturadas para calibracion
Solucion salina saturada Lote Temperatura (°C) aw
LiCl (13.41 molal en H20) 1696239 25 0.250
LiCl (8.57 molal en H20) 1708148 25 0.500

Se pesaron 0.5 g de cada muestra de cascara de café y se trituraron para exponer la mayor

area superficial posible al sensor de punto de rocio con el que cuenta el equipo.

2.1.8.3 Grados Brix

Se utilizé un refractometro manual (ATAGO-Abbe Refractometer). Siguiendo la
metodologia de la (Figura 2.18), posteriormente con una pipeta Pasteur se afiadieron gotas de los
extractos acuosos filtrados en el prisma inferior del refractometro, asegurando contacto uniforme
con la superficie de vidrio. Se realizé la medicion por duplicado.

Figura 13.11
Medicion de grados Brix en extractos acuosos de cascara de café




2.1.8.4 pH

Se utilizé un pHmetro (Thermo Scientific-Orion Star A211) con una exactitud de + 0.01.
Previamente a las mediciones, se procedio a calibrarlo utilizando soluciones de pH 4.00, 7.00 y

10.00, siguiendo las indicaciones del fabricante. Las mediciones se registraron duplicado.

Figura 14.12
Medicion de pH en extractos acu

0s0s de cascara de café

-

2.1.9 Calibracion y preparacion de muestras en analisis
2.1.9.1 Método utilizado para los Estandares

Se pesaron aproximadamente 5 mg de cada estandar (Tabla 2.5) y se colocaron en un
matraz de 10 ml. Se enras6 con metanol, hasta la linea de aforo. Para evitar interferencia de luz,

se cubrio el matraz con papel de aluminio.

Figura 15.13

Preparacion de estandares en matraz volumétrico de 10 ml
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Luego, se agit6 cada sustancia en un agitador orbital shaker para lograr una mezcla
uniforme, esencial para distribuir correctamente los componentes en cada estandar.
Posteriormente, se transfirié cada muestra a frascos &mbar de 30 ml para minimizar la
degradacion de los compuestos por la luz.

Figura 16.14

Almacenamiento en frio de estandares preparados en frascos ambar

Utilizando la informacion de la tabla 2.6, se realizaron los calculos necesarios para
obtener datos relacionados con las concentraciones y propiedades de los estandares preparados.

Se dosifico con precision cada estandar utilizando una micropipeta de 1000 pl en frascos
ambar de vidrio de 2 ml para garantizar una dosificacion adecuada. Luego, se completd la
solucion con agua destilada tipo I utilizando una micropipeta de 1000 pl para obtener el volumen

necesario para el analisis por HPLC.

Figura 17.15

Dosificacion de la alicuota de estandares en viales ambar




Tabla 2.4

Descripcion exhaustiva de los estandares a emplear

No. Estandar Marca del Producto Compuestos Quimicos

1 Quercetina USP Reference Standard
2 Cafeina Sigma - Aldrich
3 Naringenina 98% SAFC

4 Acido clorogénico 95% Aldrich @W

Oy OH
5  Acido siringico >95% Sigma
HsCO OCHs

6 Apigenina >95% Sigma Ho O o 0

7 Acido cafeico >99% Fluka
8 (-) - Epicatequina > 90% Sigma

Sigma
9 Hidrato de rutina >94%




10 Kaempferol >90% Sigma

Acido P-coumérico . . NN on
11 £08% Sigma - Aldrich W
HO

i 0
Acido gélico HO oH
12 monohidratado 98+%, Sigma - Aldrich
A.C.S. Reagent HO
OH
OH
. . . HO ) CE
13 Catequina Sigma - Aldrich ' OH
OH
OH
Tabla 2.5
Caracteristicas y concentraciones de los estandares
Solucioén
Preparar Masa Matraz estandar stock Solucién Alicuota Aguatipo Volumen
°p metanol Concentracion trabajo (uL) 1(uL) final (uL)
estandares (mg) (ml) (mg/L)
(mg/L) g
Quercetina 5.7 570 17.544  982.4256
Cafeina 7.09 709.2 14,100  985.900
Naringenina 4.9 490 20.408  979.592
Acido
clorogénico 4.9 490 20.408  979.592
Acido siringico  4.75 475 21.053  978.947
Apigenina 3.71 370.5 26.991  973.009
. . 10 10 10000
Acido cafeico  4.26 425.7 23.491  976.509
Epicatequina  4.23 423 23.641  976.359
Rutina 5.17 517 19.342  980.658
Kaempferol 2.25 225 44,444  955.556
P-coumarico  5.19 519.4 19.253  980.747
Acido galico  6.66 666.4 15.006  984.994

Catequina 4 400 25.000 975.000




2.1.9.2 Condiciones cromatograficas

El andlisis cromatografico se llevo a cabo utilizando un sistema Arc HPLC marca
Waters con detector de arreglo de diodos. La fase movil consistio en una mezcla de acido
férmico al 0,1 % en agua (A) y acido férmico al 0,1 % en metanol (B), con un flujo de 1 ml/min
durante todo el gradiente y un volumen de inyeccion de 10 pL.

La columna cromatografica empleada fue una ZORBAX Eclipse XDB-C18, con
dimensiones de 4.6 x 150 mm y una fina capa de pelicula de 5 um. La temperatura de la
columna se mantuvo constantemente a 33°C, mientras que la temperatura de la muestra se
mantuvo estable a 20 °C.

La evaluacion de la concentracion de polifenoles y cafeina se realizé midiendo la
absorbancia a una longitud de onda de 280 nm y 320nm (UV) del extracto acuoso previamente
diluido. Este enfoque se basé en la absorbancia caracteristica de la estructura ndcleo bencénico
presente en estos compuestos, permitiendo una identificacion precisa y cuantificacion de las
muestras analizadas. En todas las muestras, se obtuvo la concentracion final de los compuestos

promediando los resultados de tres inyecciones consecutivas.

Figura 18.16
Equipo HPLC marca Waters




2.1.9.3 Capacidad de seleccion o especificidad

Para analizar la capacidad del método cromatogréafico, se inyect6 un solvente y luego una
mezcla de estandares para calcular sus tiempos de retencion, confirmados mediante espectro de

masas. Los tiempos de retencidn de los polifenoles se encuentran en la Tabla 2.7.

Tabla 2. 6

Tiempo de retencion y longitud de onda de los estandares

Estandar Tiempo de retencién (min)  Longitud de onda maxima (nm)
Quercetina 27.405 365
Cafeina 7.622 274
Naringenina 27.650 277
Acido clorogénico 9.519 325
Acido siringico 9.556 274
Apigenina 5.976 212, 269, 337
Acido cafeico 8.581 318.7
Epicatequina 9.212 280
Rutina 21.521 257
kaempferol 4,946 365, 265
Acido p-coumarico 13.432 298.4
Acido galico 2.423 270
Catequina 5.131 276
Figura 19.17

Perfil cromatografico de polifenoles
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Nota. Los picos corresponden a (1) &cido gélico; (2) catequina; (3) acido clorogénico;
(4) cafeina; (5) acido cafeico; (6) epicatequina; (7) acido siringico; (8) p-cumarico; (9) rutina;
(10) quercetina; (11) naringenina; (12) kaempferol; (13) apigenina.



2.1.9.4 Curva de calibracion

Se tomaron los estandares previamente preparados y se realizaron los calculos
correspondientes para determinar la cantidad de microlitros de cada estandar en la preparacion de

una solucion de trabajo de 20 mg/l, tal como se indica en la tabla 2.8.

Tabla 2. 7 Alicuota de los estandares a una concentracion de 20mg/I

Alicuota de los estandares a una concentracion de 20mg/I

Solucién

Preparar Masa Solucion de trabajo Alicuota Aguatipo Volumen
estdndares (mg)  estandar stock (uL) 1 (uL) final (uL)
(mg/L)
Concentracion
(mg/L)
Quercetina 5.7 570 350.877  9649.123
Cafeina 7.09 709.2 282.008  9717.992
Naringenina 4.9 490 408.163  9591.837
Acido
clorogénico 4.9 490 408.163  9591.837
98%
siﬁf;'giio 4.75 475 421.053  9578.947
Apigenina 3.71 370.5 20 539.811  9460.189 10000
Acido cafeico  4.26 425.7 469.814  9530.186
Epicatequina  4.23 423 472.813  9527.187
Rutina 5.17 517 386.847 9613.153
kaempferol 2.25 225 888.889  9111.111
Q(:goriz) 5.19 519.4 385.060  9614.940
Acido galico 6.66 666.4 300.120 9699.880

Catequina 4 400 500.000  9500.000




Después de obtener la cantidad de volumen de cada estandar, se colocaron las alicuotas
(ul) calculadas en matraces volumétricos de 5ml y 10 ml, los cuales fueron aforados con agua
tipo | para obtener una solucion mix madre con concentracion de 20 ppm.

A partir de esta solucion se formd cinco disoluciones a concentraciones de: 0.1, 0.5, 1, 5,
10 [mg/1]. Cada una de estas diluciones se coloco en sus respectivos matraces y se enraso con
agua tipo I, siguiendo las cantidades descrito en la tabla 2.9. Las mismas fueron inyectadas en el
equipo HPLC para la construccion de las curvas de calibracion para la cuantificacion de

flavonoides.

Figura 20.18

Preparacién de soluciones estandar para curva de calibracion

Nota. Concentraciones de 20,10, 5, 1, 0.5 [mg/I] (izquierda a derecha).

Tabla 2. 8 Alicuota de las diferentes concentraciones

Alicuota de las diferentes concentraciones

Matraces (ml) Concentraciones (mg/l) Alicuota (uL) Agua tipo 1 (uL)
5 10 2500 2500
5 5 1250 3750
5 1 250 4750
5 0.5 125 4875
10 0.1 50 9950

10 0.05 25 9975




El objetivo de este procedimiento fue evaluar la relacion entre la concentracion de la
sustancia analizada y la respuesta del método de analisis utilizado (HPLC). Realizar este
procedimiento de dilucion y preparacién de las curvas de calibracidn fue esencial para obtener
resultados precisos y confiables, como se observa en la tabla 2.10.

Tabla 2. 9 Resultados cuantitativos de los diferentes estandares por HPLC

Resultados cuantitativos de los diferentes estandares por HPLC

Método de
Estandar Procesamiento R R? Ecuacion

Quercetina 0.997968 0.995939 Y = 1.12x10*x — 5.26x103
Cafeina 0.998578 0.997158 Y = 2.30x10*x — 4.88x103
Naringenina 0.999087 0.998174 Y = 3.29x10*x — 5.62x103
Acido 0.999195 0.998391 Y = 1.51x10%x — 2.21x103

clorogénico
Acido siringico 0.999135 0.998271 Y = 3.34x10*x — 3.54x103
Apigenina Polifenoles ~ 0-998609 0.997219 Y = 3.56x10*x — 8.08x103
Acido cafeico 280 nm 0.998835 0.997671 Y = 2.97x10%*x — 4.72x103
Epicatequina 0.997340 0.997340 Y = 7.49x103x — 7.16x102
Rutina 0.998158 0.998158 Y = 6.36x103x — 7.79x107
Kaempferol 0.997985 0.995974 Y = 1.78x10*x — 6.26x103
Acido 0.998881 0.997763 Y = 4.77x10*x — 7.91x103

p-cumarico
Acido galico 0.998841 0.997684 Y = 2.49x10%*x — 4.80x103
Catequina 0.998971 0.997943 Y = 7.37x103x — 1.02x103

Se llevd a cabo un anélisis de regresion lineal empleando los datos presentes en la tabla
2.10, donde se obtuvo una curva de calibracion y se determinaron ecuaciones que establecen la
relacién entre una variable dependiente "y" (absorbancia) y una variable independiente "x"
(concentracion de los estandares en m/l).

Los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) instrumentales fueron calculados
a partir de una curva de calibracion especifica utilizando la desviacion estandar de la respuesta
(Sy/x) de la respuesta y la pendiente (b) de la curva, en un rango de 0,05 a 1 mg/L. Se determind

la media de las concentraciones de los cuatro patrones analizados.



La obtencidn de la desviacién estandar de la respuesta (SD) puede realizarse partiendo de
la desviacion estandar de las intersecciones y las lineas de regresién. Es pertinente resaltar que
los valores de Sy/x, la pendiente (b) y la ordenada pueden ser obtenidos mediante el uso de la

funcién ESTIMACION.LINEAL en Excel.

Sy =2
= 1 1 X
LD =2 |—4 — ———— 2.2

b\/m+N+Z§V_1(xi—f)2 (22)

Donde:

Sy = error tipo de la curva
X

b = pendiente

m = namero de patrones utilizados para construir la curva
N = nimero total de patrones de calibrado

x; = cada una de las concentraciones de patrones

%2 = media de la concentraciones de patrones

El calculo del Limite de Cuantificacion Instrumental (LCI) se definié como 3.3 veces el

valor del Limite de Deteccion Instrumental (LDI).
LCI = 3.3(LDI) (2.3)

Se determinaron los limites LOD y LOQ del método analitico, considerando un volumen

de agua de 10 ml y un peso nominal de 0.5 kg en todas las muestras.

LDM = LDI * Vblanco (2.4)
peso de muestra

LCM = LCI * Vblanco (2.5)
peso de muestra




2.1.9.5 Obtencién del extracto acuoso de la cascara de café.

Para la obtencidon del extracto acuoso, se utilizé la metodologia propuesta por (Silva,
M.d.O., 2021) con modificaciones. Con el fin de mantener un control preciso y reproducible, se
procedid a realizar el pesaje por triplicado de aproximadamente 0.5 gramos de muestra de

cascara de café en un tubo vortex con capacidad de 15 ml, tal como se muestra en la tabla 2.11.

Tabla 2. 10 Datos de peso de las muestras

Datos de peso de las muestras

Muestra Peso (9) Muestra Peso (9)

11.-- 0.5271 6.1.- 0.5232
Loja 1.2.- 0.5118 Manabi 6.2.- 05144
1.3.- 0.5164 6.3.- 0.5123
2.1.- 0.4923 7.1.- 0.5019
Manabi 2.2.- 0.5054 Manabi 7.2.- 0.5317
2.3.- 0.4980 7.3.- 0.4939
3.1.- 0.5261 8.1.- 0.5303
Pifias 3.2.- 0.4887 Manabi 8.2.-  0.4927
3.3.- 0.5391 8.3.- 0.5110
4.1.- 0.4958 9.1.- 0.5015
Caluma 4.2.- 0.4965 Pifas 9.2.- 0.5317
4.3.- 0.5821 9.3.- 0.5378
5.1.- 0.5402 10.1.- 0.5387
Loja 5.2.-  0.5005 Quito 10.2.-  0.5087
5.3.- 0.5378 10.3.- 0.5013

o 11.1.-  0.5399

Portoviejo 112. 0.4820

11.3.-  0.5435




Figura 21.19

Pesaje por triplicado de molido de café en tubo vortex

A continuacion, se afiadieron con precision 10 ml de agua destilada a cada tubo,
asegurando asi una proporcién adecuada de liquido por gramo de muestra. Para garantizar una
adecuada mezcla y homogeneizacion de los componentes, los tubos fueron sometidos a un
proceso de agitacion en un agitador orbital, proporcionando las condiciones ideales para que los
elementos se combinen de manera uniforme y completa.

Una vez finalizados los pasos anteriores, se procedio a llevar a cabo una etapa de
calentamiento de todas las muestras. Estas fueron colocadas en un bafio maria a una temperatura
constante de 60 °C, permitiendo que el proceso de extraccion de los componentes deseados de la
cascara de café se llevara a cabo de manera Optima. El tiempo de calentamiento se establecio en
60 minutos, asegurando asi una adecuada liberacién y solubilizacién de los compuestos de
interés.

Después de la fase de calentamiento, las muestras fueron sometidas a un proceso de
centrifugacion utilizando un equipo de alta calidad (BIOBASE). La centrifugadora fue ajustada a
una velocidad de 3500 rpm, y se llevd a cabo durante un tiempo de 10 minutos, manteniendo la

temperatura constante en 30 °C.



Este procedimiento permiti6é una separacion efectiva del sobrenadante, que contiene los
componentes extraidos, de los residuos solidos que se habian acumulado durante el proceso de
calentamiento. Como resultado, se obtuvo una muestra liquida clara y libre de impurezas.

El siguiente paso crucial consisti6 en el filtrado del sobrenadante obtenido después de la
centrifugacion. Este proceso de filtracion se llevé a cabo utilizando un filtro con un tamafio de
poro de 0.22 nm, garantizando la retencion de cualquier residuo o particula indeseable que
pudiera estar presente. De esta manera, se aseguro la obtencion de un extracto liquido puro y

limpio, listo para ser utilizado en etapas posteriores del proceso. (Figura 2.18.)

Figura 22.20

Remocidn de la cascara seca del café usando agua destilada
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2.1.9.6 Cuantificacion de cafeina y polifenoles en extractos de cascara de café

Utilizando la curva de calibracion de cada estandar, se determiné la cantidad de
polifenoles y cafeina presentes en los extractos de las cascaras de café a diferentes
concentraciones.

Se inyectd 1 ml de cada muestra filtrada por triplicado en frascos ambar para su posterior
analisis mediante HPLC y se realizd la identificacion de las sustancias de interés mediante la
comparacion de los tiempos de retencion (tR) asociados a los picos detectados en las soluciones
patrén con los tR de los picos registrados en el cromatograma de las muestras utilizando el

software EMPOWERS. (Figura 2.21).



Figura 23.21

Analisis de muestras de café por HPLC

2.1.10 Analisis estadisticos

Todas las muestras extraidas individualmente (n=11) se analizaron por triplicado. Los
resultados se presentaron como la media * desviacion estandar (SD). Se emple6 un mapa de
calor para llevar a cabo el anlisis de varianza entre dos factores, y se establecio el coeficiente de
Pearson con un nivel de significancia de p<0,01. Se realizé el analisis de componentes
principales (PCA) de los 10 fitoquimicos cuantificados mediante Python; excepto la naringenina,

apigenina y kaempferol que no fueron detectados.



Capitulo 3



3.1 Resultados y analisis

3.1.1 Secado de cascaras de café

El proceso de deshidratacion de las cascaras humedas parte con una pérdida inicial de
humedad superficial en funcién del tiempo, manifestando un comportamiento no lineal en el
peso hasta alcanzar el equilibrio higroscopico. La grafica de secado muestra fases ligeramente
inusuales debido a la resistencia interna de las cascaras al liberar agua. Al final, se logro
humedad en rangos de 0.29% a 10.79% (bs), sugiriendo viabilidad para alcanzar niveles de

humedad comparables a hierbas para infusion comercial (10%) (Velasquez et Alvarez, 2014)

Figura 3.1
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3.1.2 Actividad de agua en cascaras de café
La minima actividad de agua (Aw) para el crecimiento de la Ochratoxina A en el café es

de 0,76 — 0,87. Los valores obtenidos de las muestras estan por debajo del limite, lo cual sugiere

que las condiciones no son propicias para el desarrollo de esta toxina. (Fajardo et Sanz, 2013)

Tabla3.1
Resultados de la actividad de agua presentes en cascaras de café
N° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Lugar Loja Manabi Pifias Caluma Loja Manabi Manabi Manabi Pifias Quito Manabi

Aw 036 018 054 024 016 0.24 0.15 0.26 025 015 0.53




3.1.3 pH de céascaras de café

En una investigacion llevada a cabo por (Valencia et al., 2015) se identificaron variaciones
en los niveles de pH en varios tipos de café, oscilando entre 4.9 y 5.2, se observa que son valores
muy similares a los obtenidos en el presente estudio.

La variedad SL28, obtenida por lavado, present6 el pH mas bajo (3.54). La alteracion en el
nivel de pH se origina por el proceso de tostado, ya que a medida que este tratamiento avanza con
el tiempo, puede aumentar la fermentacion de los azlcares, lo que resulta en una reduccién del
valor del pH. Por otro lado, la variedad con mayor valor de pH 5.58 corresponde a la Typica,
seguido de la Robusta con pH 5.27. Esto se debe a que, en procesos de tostado méas prolongados
para obtener granos mas oscuros, el pH incrementa debido a la degradacion de los &cidos formados
(Wang et Lim, 2012).

Basado en el contexto del mercado, se puede inferir que la muestra con el pH mas bajo esta
vinculada con una variedad de café de precio superior al aplicar un proceso de tratamiento como
el lavado, mientras que la muestra con pH mas elevado se asocia a las variantes de café mas

economicas utilizadas en este estudio.

Figura 3. 2

pH de distintas variedades de cascaras de café
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3.1.4 Grados Brix en cascaras de café

La medicién de los Solidos Solubles Totales se utiliza para determinar el nivel de TSS en
diferentes tipos de pulpa de café antes de realizar la infusidn de la cascara. Los resultados revelaron
un contenido de sélidos solubles totales de 1.45 °Brix para la cascara de café arabica y de 1.33
°Brix para la cascara de café robusta.

Segln (Borem et al, 2016) los TSS de las céascaras de café ardbica y robusta estan
influenciados por el contenido de &cidos organicos, aminoacidos y carbohidratos. Se sugiere que
los solidos disueltos en los productos del café tendrian un impacto en el sabor y aroma del té de

cascara resultante.

Figura 3. 3

Grados brix en distintas variedades de cascaras de café
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3.1.5 Cuantificacion de polifenoles y cafeina en cascaras de café

Los acidos fendlicos, flavonoides y cafeina fueron identificados por la comparacion de los
tiempos de retencion de los picos en los cromatogramas con los valores obtenidos a partir de
estandares puros. Sin embargo, al analizar el perfil de absorcion espectral de la soluciéon mix
durante el escaneo inicial, se visualizaron picos de absorbancia superpuestos, lo que dificulté la
lectura precisa del cromatograma.

Con el objetivo de minimizar estas interferencias y maximizar la sensibilidad del método, se
realizé un escaneo individual de cada estandar y se eligi6 2 longitudes de onda de 280 nm y 320
nm, donde la mayoria de estas moléculas absorbe la radiacion UV-VIS (C.Clamenti, 2007).

Las curvas de calibracion resultantes para cada patron presentaron una alta linealidad con
valores del coeficiente de determinacion R? > 0.995, indicando una relacién directa entre la
respuesta analitica y la concentracion de polifenoles en las cascaras de café. (Ramos, 2020).

Para la cuantificacion de los compuestos de interés, los extractos secos se disolvieron en
agua ultrapurificada. (Thouri et al, 2017) destacan la influencia de la polaridad del solvente en la
extraccion de polifenoles. Es decir, dado que la solubilidad de los compuestos fendlicos depende
en gran medida de la naturaleza quimica de la muestra y de la polaridad del disolvente utilizado
para extraerlos, se optd por el agua debido a su alta polaridad.

También se observd que la deshidratacion de la muestra proporciond una mayor
concentracion de compuestos bioactivos en los extractos. (Pereira et al., 2017) sefialan que la
deshidratacién de la materia prima promueve una mayor liberacion de compuestos fendlicos. No
obstante, el uso exclusivo de agua puede introducir impurezas en el extracto, lo que podria
interferir en la precision de la cuantificacion.

De esta manera, el analisis mediante HPLC logr6 identificar los 13 compuestos empleados

en este estudio, de los cuales diez de ellos predominaron en las 11 muestras.



Figura3. 4
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Con la finalidad de determinar la concentracién minima de analito que puede detectar el

equipo utilizado se estudiaron parametros como el limite de deteccién (LOD) y el limite de
cuantificacion (LOQ). Los valores de estos limites estan condicionados tanto por la naturaleza del
compuesto como por la efectividad de la extraccién, la composicidn de la muestra y la eficiencia

del instrumento cuando la concentracion del analito es nula. (Shoemaker, J.A et al, 2018)

Tabla 3. 2
Limites de deteccion (LOD) y Limites de cuantificacion (LOQ)
Instrumental Método
Compuesto LDI (mg/L) LCI(mg/L) LDM (mg/kgBs) LCM (mg/kg Bs)
Acido Clorogénico 0.0319 0.1051 0.6374 2.1036
Acido cafeico 0.0183 0.0603 0.3656 1.2067
Apigenina 0.0109 0.0361 0.2188 0.7223
Kaempferol 0.0381 0.1256 0.7611 2.5116
Naringenina 0.0116 0.0383 0.2323 0.7668
Cumarico 0.0157 0.0517 0.3133 1.0341
Rutina 0.0911 0.3007 1.8227 6.0149
Quercetina 0.0301 0.0993 0.6023 1.9875
Cafeina 0.0262 0.0864 0.5241 1.7298
Catequina 0.0248 0.0818 0.4962 1.6374
Epicatequina 0.0843 0.2782 1.6865 5.5656
Siringico 0.0197 0.0651 0.3946 1.3024

Acido galico 0.0172 0.0568 0.3446 1.1374




La Tabla 3.1 y Tabla 3.2 detalla los principales compuestos fendlicos hallados en los
extractos de cascara de café, y los resultados se expresan en unidades de mg/kg de base seca.

Se logré cuantificar la epicatequina, acido galico y cafeico en al menos 6 de las muestras,
pero en concentraciones inferiores. Ademaés, la cuantificacion de kaempferol, apigenina y
naringenina no fue posible en los limites de cuantificacion del método.

El compuesto que prevalecio en los extractos fue la cafeina, con cantidades que variaron
entre 1375.243 mg/kg Bs y 7222.940 mg/kg; asi como el acido clorogénico, con cantidades que
variaron entre 36.31 mg/kg Bs y 4244.59 mg/kg Bs. No obstante, estos valores son inferiores en
relacion con los que se han registrado en la literatura para el acido clorogénico (7800 mg/Kg Bs).

Pacheco M. et al. indican que esto puede deberse a que solo se ha reportado el contenido de
acido 5-O-cafeoilquinico, cuando normalmente se informa sobre el contenido los ACG totales
(alrededor de 7 en céscaras de café).

Ademas, se observa que el contenido de &cido siringico en una de las muestras supera el
valor registrado en la literatura (290 mg/kg Bs). Esta disparidad podria deberse a factores como
las condiciones de altitud, la variedad y el tipo de procesamiento del café.

De acuerdo con estudios que han cuantificado la mayoria de los compuestos que son objeto
de este analisis, reportan que las cascaras de café contienen aproximadamente 8500 mg/kg Bs de
polifenoles. Este valor difiere en un 31.92% respecto al resultado experimental obtenido, esta
ligera variacion se ve favorecida por el secado de las cascaras, pues el aumento de temperatura
incide de forma proporcional en el contenido de polifenoles.

Es probable que las diferencias en los niveles de compuestos bioactivos en las céscaras de
café entre los distintos estudios se deban a las diferencias en las variedades, cultivares, fuentes

geograficas y condiciones de crecimiento, asi como en los métodos de extraccion empleados.



Tabla 3.3

Validacioén y comparacién de los compuestos de acidos fenélicos en la cascara de café

.. Muestras
Concentracion
Grupo Desviacion
. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
estandar
Acido mg/kg Bs 36.31 1449.58 1420.21 3284.37 1806.38 516.31 957.37 353.98 625.72 4244.59 72.21
Clorogénico DE 2.878 195.767 281.983 1116.006 140.844 82.171 47.036 6.175 123.179 562.077 4.890
Acido mg/kg Bs 8.558 33.969 16.897 111.222 100.662 81.558 24.684 60.348 14.013 14.352 10.840
Cafeico DE 0.547 2.792 0.784 28.927 38.827 7.242 0.179 1.895 4.760 2.076 1.597
mg/kg Bs 8.107 7.908 14.806 15.113 14.496 14.242 20.898 5.981 18.522 19.495 21.872
P-cumarico
Acidos DE 0.412 2.603 8.483 1.620 2.963 0.982 0.340 0.023 4.029 0.525 3.319
fendlicos mg/kg
Acido Nd 10.542 723.831 Nd 19.535 6.646 Nd 6.012 46.812 51.819 23.101
cascara seca
Galico
DE - 1.191 3.197 - 0.47842 0.27504 - 0 7.544 2.436 3.381
mg/kg
6.621 4,235 3270.488 146.950 7.086 3.108 3.891 Nd 5.643 59.543 5.009
cascara seca
Siringico
DE 0.248 1.029 0.180 50.441 2.195 0.269 0.088 - 2.831 6.695 0.214

Nota. Los resultados se presentan como media * desviacion estandar (DE)

. El simbolo "Nd" denota que no se detect6 el compuesto.

48



Tabla3. 4

Validacion y comparacidn del contenido del flavonoides y cafeina en la cascara de café

Muestras
Concentracion
Grupo
Desviacion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
estandar
MOKY  n9068 53664 223633 63678 25222 46010 31029 22575 14532 420371  17.960
. Bs
Rutina
DE 52808  1.146 4054 14758 1708 19167  1.338 2.280 5201 56554  7.018
mgB/kg Nd 7063 19979 16134  9.723 Nd 11.259 Nd Nd 17.314 Nd
Quercetina S
_ DE - 6.119 1.060 3.036 0.336 - 0.095 - - 0.977 ;
Flavonoides
mglskg 37.795 83053 70712 5544 5.604 629433  7.802 Nd 27536 50234  201.801
Catequina
DE 1.460 7.449 6.022 2.353 0590 38530  0.182 - 2.980 7.343 7.200
mngkg Nd 6.874  16.634 Nd Nd 12042  4.963 Nd 14521  29.934 Nd
Epicatequina
DE ; 2348 0.206 - ; 4.979 0.583 ; 1.675 3.060 ;
mg/skg 1375243 1661.137 3270488 5431.081 4993510 5083.954 5148.474 7222.940 5711.394 4397.340 5850.887
Xantinas Cafeina DE 112385 155869 130.824 985371 410351 517.377 728343 73723  707.627 57507  157.065

Nota. Los resultados representan la media + DE para promedio n= 3 experimentos independientes. El simbolo *Nd" denota que no se

detecto el compuesto.



3.1.5.1 Acidos fendlicos, Flavonoides y cafeina

Figura 3.5

Contenido de acidos fenodlicos en cascaras de café
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En relacién con el acido clorogénico, un poderoso antioxidante, tuvo la concentracion
mas alta en la muestra 10. Este perfil se atribuy0 a la especie C. arabica (var. SL28) proveniente
de Quito, con 4244.59 + 562.077 mg/kg Bs.

El &cido cafeico se mantuvo en un rango similar en las muestras 4, 5y 6 de Caluma, Loja
y Manabi, con valores de 81.558 - 111.222 mg/kg Bs, dado que son de la especie C. arabica. A
pesar de esta tendencia, su variabilidad puede ser influenciada por métodos de cultivo y grado de
madurez de las cascaras recolectadas. (Gauthier et al., 2016). Por otro lado, el p-cumarico
exhibi6 una desviacidn estandar relativamente baja, lo que indica una mayor uniformidad en las
concentraciones entre las distintas muestras, fluctuando entre 5.981 — 21.872 mg/kg Bs.

Se identifico una concentracion constante y relativamente de &cido galico y siringico en
la muestra 3, proveniente de la especie C. canephora (var. Rusta) del canton de Pifias. Estos
acidos mostraron porcentajes de (723.831 + 3.197 mg/kg Bs) y 3270.488 + 0.180 mg/kg Bs

respectivamente, lo que sugiere propiedades antioxidantes y antiinflamatorias notables.
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Figura 3.6

Contenido de flavonoides en cascaras de café
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Dentro de los flavonoides, destacan las concentraciones de rutina en las muestras 3 y 10.
La muestra 10, proveniente de la especie C. arabica (var. SL28) de Quito, registro la concentracion
mas alta con 429.371+56.554 mg/kg Bs. Este compuesto es reconocido por sus beneficios en el
aumento de la energia y el bienestar mental, y control de peso (Amaretti A et al., 2015).

En contraste, las concentraciones de quercetina fueron mas bajas en comparacion con los
acidos fenolicos mencionados antes. Estos valores oscilaron entre 7.063 'y 19.979 mg/kg Bs, siendo
la muestra 3 de la especie C. canephora la que tuvo la concentracion mas alta, con 19.979+1.060
mg/kg Bs. Cabe destacar que esta especie de café es conocida por sus propiedades antioxidantes
y antiinflamatorias. (Cheraghi E et al., 2021).

Se detect6 la presencia de catequina y epicatequina, en algunas muestras, mientras que en
otras no se lograron cuantificar. Esto podria atribuirse a las condiciones de cultivo a las que
estuvieron sometidas. Por ejemplo, en zonas altas a 1800 m.s.n.m., el cultivo de café es méas
lento, tomando 34 y 36 semanas para la cosecha. En cambio, en areas de menor altitud, de 1100

m.s.n.m., el desarrollo es mas rapido, culminando en 28 a 30 semanas (Salazar et al., 2006).



Figura 3.7

Contenido de cafeina en cascaras de café
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En la figura 3.3, se puede observar que todas las muestras exhibieron concentraciones en
un rango comprendido entre 1350 y 7300 mg/kg de base seca (Bs), acompafiadas por una
desviacion estandar significativamente alta.

Especificamente, se identifico que la muestra 1 registré una menor cantidad de cafeina,
con un valor de 1375.243 + 112.385 mg/kg Bs, y se originé de la especie C. arabica (var.
Typica) de la ciudad de Loja. En comparacion con las muestras 4, 5, 6, 7, 8, 10 y 11, las cuales
proceden de la misma especie y presentaron concentraciones de cafeina similares, siendo 4, 7y 8
(var. Typica), 5y 6 (var. Caturra), 10 (var. SL28) y 11 ( var. Kawa).

Esta variacion en las concentraciones de cafeina podria estar relacionada con el nivel de
madurez de las cascaras, lo que subraya la importancia de considerar las condiciones de

crecimiento y desarrollo de las muestras en el analisisa de los resultados (Zheng et al., 2004).



3.1.5.2 Comparacion de compuestos polifenoles y cafeina con otros estudios

Tabla 3.5

Resultados de acidos fendlicos obtenidos del presente trabajo en comparacion a otros estudios

(Freire & Ortiz, 2023)

Acidos fendlicos (Elsawy & Serag,

(mg/kg de Bs) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 2021)
Acido Galico Nd 10542 723831  Nd 19535 6.646  Nd 6012 46812 51819 23.101 19.78
Sirfngico 6.621 4235 3270488 146950 7.086  3.108 3.891  Nd 5643 59543 5009 290
Acido clorogénico ~ 36.31 1449.58 1420.21 328437 1806.38 516.31 957.37 353.98 625.72 424459 72.21 7800
P-Cumarico 8107 7.908 14806 15113 14496 14242 20.898 50981 18522 19495 21.872 18.01
Acido cafeico 8558 33.969 16.897 111.222 100.662 81558 24.684 60.348 14.013 14352 10.840 15.87

Tabla 3.6

Resultados de flavonoides obtenidos del presente trabajo en comparacion a otros estudios

(Freire & Ortiz, 2023)

Flayli)ngldeBs (Porras, 2021)
(mg/kg de Bs) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Epicatequina Nd 6.874 16.634 Nd Nd 12.042  4.963 Nd 14521  29.934 Nd 1.8
Catequina 37.795  83.053 70.712 5.544 5.604  629.433 7.802 Nd 27536 50.234 201.801 6.0
Naringenina Nd Nd Nd <LOQ Nd <LOQ Nd Nd Nd Nd Nd 0.5

Tabla 3.7

Resultados de cafeina obtenidos del presente trabajo en comparacion a otros estudios

Cafeina (Freire & Ortiz, 2023) (Elsawy &

Cafeina 1375.243 1661.137 3270.488 5431.081 4993.510 5083.954 5148.474 7222940 5711.394 4397.340 5850.887 1820

53



3.1.6 Estudio estadistico mediante analisis de componentes principales y ANOVA multifactorial

Figura 3. 8
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Se realiz6 un andlisis de componentes principales para explicar la variabilidad de 10
fitoquimicos entre los 11 extractos acuosos de la cascara de café. Los datos mostraron una
agrupacién marcada debido a su origen compartido en un pais especifico. No obstante, la
diversidad geografica de las distintas provincias de procedencia de los cultivares de café, causo
fluctuaciones en los niveles de cafeina y acido clorogénico.

Los dos primeros componentes principales, PC1 (30.58%) y PC2 (21.19%), explicaron el
51.77% de la varianza total. EI componente principal PC1 exhibi6é un impacto positivo en la
mayoria de los polifenoles cuantificados por HPLC (&cido galico, siringico, acido clorogénico,
cumarico, epicatequina, rutina y quercetina). A excepcion del &cido cafeico, catequina y cafeina
que se relacionan con el segundo componente principal PC2.

Ademas, se observd que otros parametros importantes para la evaluacion, como el pH, la
humedad y los grados brix, presentaban una relacién inversa o una tendencia a disminuir a
medida que aumentan los valores de PC2.

La gréfica revel6 un mayor impacto de cafeina en ATHMM, ACSSL y ACSSM,
relacionadas con la especie C. arabica (var. Typica, y Caturra), provenientes de Manabi y Loja.
Sin embargo, se identifico una carencia de niveles 6ptimos de acidos fendlicos y flavonoides.

A diferencia de ASSSQ (C. arabica, SL28, Quito) y CRMSP (C. canephora, Robusta,
Pifias), los cuales reportaron el menor contenido de cafeina, acido cafeico y catequina dentro de
un gran rango de variacion (Figura 3.8), esto condujo a una buena agrupacion de las muestras.

No obstante, ambos presentaron niveles significativos de compuestos polifendlicos. En el
caso de ASSQ, se evidencio una mayor incidencia de cumarico, rutina y epicatequina. Por otro
lado, se indicd la presencia de &cido siringico, ACG, acido galico y quercetina en CRMSP.

A partir de este analisis, se determind que la composicion fitoquimica del café cascara

estaba influenciada por el tipo de cultivo de café y por el lugar de origen.
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A pesar de que las muestras ATHMM, ACSSM y ACSSL se originaron de diversos
cultivares de café, mostraron una agrupacion significativa en el analisis (Figura 3.8), lo que
sugiere similitudes en los compuestos fitoquimicos. Esto podria deberse al hecho de que dos de
los cultivares de café se recolectaron en la misma provincia (Manabi, Figura 3.8) y se sometieron
al mismo proceso de elaboracién (proceso natural).

Esto implica que el impacto del tipo de cultivo en los fitoquimicos podria verse mitigado
por factores comunes del lugar (principalmente geografia, clima y suelo), el método de
procesamiento de un mismo cultivar y el grado de madurez. No obstante, no se puede descartar
completamente la posibilidad de que los dos cultivares de café (Caturra, Typica) tuvieran una
composicion fitoquimica similar desde el inicio.

Otro aspecto significativo fue el impacto del contenido de humedad de la materia prima,
es decir, el uso de la cascara deshidratada hizo que los compuestos presentes en la cascara de
café se concentraran mas al eliminar el contenido de agua. Mientras que la muestra con mayor
contenido de humedad (var. Kawa) no estaba relacionada con los compuestos fenolicos.

Se emplearon correlaciones de Pearson para analizar la relacion entre los parametros in
vitro y los compuestos fenolicos cuantificados mediante HPLC. Las relaciones resultantes se
representaron en un gréafico de calor (Figura 3.9).

La especie C. arabica (var. SL28) se correlaciond fuertemente con la concentracion de
acido clorogénico, epicatequina y rutina (r = 1, p < 0.01). El &cido p-cumarico también mostrd
una fuerte asociacion con las variedades Typica (r =0.88, p < 0.01), SL28 (r=0.70,p<0.01) y
Kawa (r =1, p<0.01).

La suma de flavonoides mostro fuerte asociacion con la especie arabica (r = 0.9674, p <
0.01). Ademas, la suma de la concentracion de todos los compuestos fendlicos individuales

present6 una significativa (p < 0.01) correlacion (r = 0.8444) con la variedad Robusta.



Especie/Variedad

Se observaron diferencias estadisticas significativas con relacion al pH (p < 0.0001). Los
polifenoles son compuestos acidos debido a la presencia de grupos fendlicos y carboxilos
(Ocampo et al., 2008). Investigaciones han evidenciado que existe una degradacion oxidativa de
estos compuestos en ambientes alcalinos, mostrando mayor estabilidad a pH por debajo de 5.0
(Boza et al., 2000). La variedad SL28 presento el pH mas &cido, lo que permitié que los

polifenoles mantuvieran una mayor concentracion y estabilidad en su comportamiento.

Figura 3.9

Mapa de calor de compuestos fitoquimicos en cascaras de café
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3.1.7 Propuesta de producto

En el dindmico panorama del mercado del café, donde la adaptacion a las cambiantes
preferencias de los consumidores es clave, la caracterizacion del extracto acuoso de la cascara
revela oportunidades para crear bebidas funcionales. En este contexto, se analizé una bebida de

té (Fuze tea) disponible en el mercado para corroborar la hip6tesis planteada. (Figura 3.10).

Figura 3. 10
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A partir de la caracterizacion de la bebida de té comercial, se validé la factibilidad de
proponer una bebida basada en la infusion de cascaras de café debido a la similitud en su
contenido de fitoquimicos. Sin embargo, se determind que su contenido de cafeina en el té
comercial era considerablemente mayor al de las cascaras, alcanzando los 43.13 mg/L.

En relacién con los resultados obtenidos, es importante sefialar que la literatura existente
sobre la caracterizacion fisicoguimica de la cascara de café deshidratada, lista para la infusion, es
muy limitada. No obstante, se tomd en consideracion la norma INEN 2304:2017 que establece
especificaciones para bebidas no carbonatadas, elaboradas principalmente a base de agua, con

adicion de pulpas, té, hierbas aromaticas, extractos y aditivos alimentarios.



A partir de los datos proporcionados, se determiné que la especie C. arabica (var. Typica)
de Manabi era la seleccion mas adecuada debido a su alta concentracién de cafeina, que alcanzé
los 7222.940 mg/Kg. Se constatd que los requisitos fisicoquimicos para el Fuze tea y el extracto
de cascara cumplen con las regulaciones establecidas por el Instituto Ecuatoriano de

Normalizacion, como se detalla en la Tabla 3.9.

Tabla 3. 8

Caracteristicas y contenido de cafeina del Fuze tea y Muestra

Minimo MAXimo Fuze Ext,racto de
tea cascara
pH 2.0 4.5 3.1 3.5
°Brix (%) 0 15 0.6 1.7
Cafeina (mg/L) 33.8 50.7 43.13 43.08

Para la determinacion del contenido de cafeina en la bebida propuesta, la bebida de té
comercial (Fuze Tea) permitié dimensionar la magnitud de los valores hallados de manera
experimental. Considerando que el volumen de la bebida era de 550 ml, se determiné que la
cantidad total de cafeina en ese volumen equivalia a 23.72 mg/ml.

Para obtener el mismo nivel de cafeina en volumen de 550 ml, se calculd la cantidad de
cascara de café necesaria, lo cual result6 en un promedio de 3.28 gramos por bebida, como se
muestra en la Tabla 3.9. Esto implica que, a partir de 1 kg de cascara de café, se podria producir
aproximadamente alrededor de 250 bebidas.

Adicionalmente, la bebida propuesta a partir de los extractos de cascara de café
deshidratada presenta un beneficio significativo para el consumidor al aportar un contenido de
polifenoles de aproximadamente 0.21 mg/g. Esta cifra se destaca en comparacion con los valores
reportados para la leche y el chocolate (1.2 mg/g), café en grano (0.2 mg/g), vino blanco (2.4

mg/g), cerveza regular (0.5 mg/g) y té helado de limén (0.08 mg/g). (Porras, 2021)



En el &mbito de la planificacién financiera, la Tabla 3.10 detalla el presupuesto
desglosado para la produccién de infusiones a partir de 10 kg de cascara de café, resaltando dos
componentes esenciales: los costos laborales y los costos de alquiler de maquinaria.

Los costos laborales ascienden a $80.50, correspondiendo al 57% del presupuesto,
enfatizando la importancia de las tareas manuales como recoleccion y empaque, donde la
eficiencia y capacitacion del personal influyen en la calidad y costos del producto final.

Por otro lado, los costos de alquiler de maquinaria representan el 44.3% del presupuesto
y requieren una gestion precisa que abarca eleccion adecuada de equipos y planificacion

cuidadosa del tiempo de uso.

Tabla 3.9

Presupuesto para la elaboracion de la bebida propuesta

Presupuesto Elaboracién Infusion de café (10 Kg cascara)

Mano de Horas Valor Hora Total
obra Trabajo
Recoleccion 2 $6.00 $12.00
Despulpado 1 $5.00 $5.00
Secado 24 $2.00 $48.00
Seleccion 1 $6.00 $6.00
Molido 1 $4.00 $4.00
Empaque 1 $5.50 $5.50
Subtotal $80.50
Alquiler Maquinaria, Planta y Equipo
Items Hora Valor Hora Total
Alquiler
Agricultor 1 $38.00 $8.00
Despulpadora 1 $8.00 $8.00
Secador solar 24 $2.00 $48.00
Subtotal $64.00

Total $144.50




En conjunto, estos costos desglosados benefician a las comunidades cafeteras al generar
empleo y contribuir a la sostenibilidad econémica de la regién. Ademas, promueven practicas de
gestién eficiente y planificacion estratégica. El presupuesto total de $144.50 representa una
inversion significativa para estas comunidades, fortaleciendo su economia local.

Dentro del marco de esta investigacion, es relevante sefialar que la adquisicion de 1
kilogramo (kg) de céscara de café que se encontrd en un mercado que trabaja con café de
especialidad tiene un costo estimado de $20. Esta tasa por unidad de peso de céscara de café sera
empleada como parametro de referencia en los analisis y calculos posteriores relativos a los
costos de produccién y la evaluacion de la viabilidad econémica de las operaciones
correlacionadas.

En la Tabla 3.11, se detallan los ingresos generados por la comercializacion de
infusiones de cascara de café, asi como por la venta de cascara de café por kilogramo. Estas

ventas van dirigidas hacia los principales segmentos de mercado del sector alimentario.

Tabla 3. 10
Costo de materiales directos e insumos
Items Cantidad Valor total Insumos Costo unitario
requeridos
Céscara de café 1kg $20 49 $0.080
Agua 1L $0.50 550 mi $0.250
Botella de 550 ml $0.10 1 $0.100
plastico
Az(car 1 kg $1.30 25¢ $0.033
Hielo purificado 2.5 kg $1.60 275¢ $0.176
Total materiales directos v $0.639

El costo total de los materiales directos para la elaboracion y embotellado se estima en
aproximadamente 64 centavos. Lo que representa como una propuesta accesible para el disfrute
cotidiano. Ademas, la presencia abundante en polifenoles, compuestos reconocidos por sus

propiedades antioxidantes, afiaden un valor nutricional significativo en cada sorbo.



Capitulo 4



4.1 Conclusiones y recomendaciones

4.1.1 Conclusiones

Con el prop6sito de proponer diversas alternativas para productos alimenticios a partir
del aprovechamiento de cascaras deshidratadas de café, basadas en la cuantificacion de
polifenoles y cafeina mediante cromatografia liquida de alta resolucion HPLC, se llevd a cabo un
estudio con 11 muestras provenientes de diferentes provincias, especies y variedades en
Ecuador; la informacion proporcionada respalda que:

Para desarrollar la metodologia de laboratorio, se proporcion6 una descripcion
exhaustiva de cada uno de los pasos necesarios para obtener polifenoles a través de la
deshidratacion de café y llevar a cabo su cuantificacion correspondiente. El
procedimiento empleado involucra la extraccion y cuantificacion de polifenoles y cafeina
mediante HPLC. La metodologia implementada se adhiere a las pautas establecidas por
la norma ISO 17025, que establece los requisitos generales para la competencia de
laboratorios de ensayo y calibracion. Estos requisitos abarcan desde la gestion de calidad
hasta la ejecucion técnica de actividades de ensayo y calibracion.

Mediante el método cromatogréafico de liquidos con detectores de arreglos de
diodos, se identificaron los compuestos principales como el acido clorogénico (14.767
mg/g Bs), &cido siringico (3.513 mg/g Bs), catequina (1.119 mg/g Bs) y cafeina (50.146
mg/g Bs), con valores promedio en las 11 muestras analizadas. Las cascaras de café
presentaron niveles moderados de rutina (0.996 mg/g Bs), acido galico (0.888 mg/g Bs) y
acido cafeico (0.477 mg/g Bs), mientras que las concentraciones mas bajas de
compuestos fendlicos se observaron en quercetina (0.085 mg/g Bs), epicatequina (0.085

mg/g Bs) y acido p-cumarico (0.161 mg/g Bs).



El anélisis de componentes principales proporcion6 una discriminacion precisa de
las cascaras de café basada en su variedad y lugar de origen en términos de composicién
de compuestos fitoquimicos. La cafeina mostré un mayor impacto en la especie C.
arabica, mientras que la especie C. canephora presento altos niveles de polifenoles.
Ademas, la deshidratacion de las cascaras de café condujo a una mayor concentracion de
estos compuestos. Por consiguiente, los resultados del extracto acuoso de las céscaras de
café indican que pueden ser empleadas en la industria de alimentos para crear productos
funcionales. Esto se debe a que es una fuente natural de agentes antioxidantes que
previene y reduce enfermedades crénicas como el cancer y afecciones relacionadas con el
envejecimiento celular. Por lo tanto, la bebida de infusion es una opcién muy
prometedora en el mercado que ademas contribuye con una ingesta diaria recomendada

de flavonoides, que oscilaba alrededor de los 23 mg/dia.



4.1.2 Recomendaciones

Para futuras investigaciones, se sugiere llevar a cabo un analisis similar al estudio actual,
pero con modificaciones en los procedimientos de extraccion sélido-liquido de los compuestos
bioactivos y la eleccion de diferentes tipos de café. Esto se hace con el propdsito de determinar
cual método de extraccion resulta ser el mas efectivo en la obtencion de los compuestos y qué
variedad de café produce una mayor cantidad o rendimiento de compuestos polifendlicos.

Al realizar la extraccién de compuestos bioactivos de las cascaras de cafeé, es
fundamental controlar con precision el tiempo de extraccion para lograr una separacion optima
de los compuestos, evitando al mismo tiempo gastos excesivos de solvente y energia.

En caso de excederse en el tiempo de extraccion de los compuestos, se sugiere la
inclusion de agentes reductores en el solvente de extraccion para preservar la integridad de los
compuestos extraidos y mitigar los efectos adversos, como la oxidacion de los polifenoles. Con
el fin de contrarrestar las reacciones de oxidacion en las células, se recomienda llevar a cabo
investigaciones centradas en los compuestos antioxidantes, ya que estas reacciones generan
radicales libres que pueden influir en el sabor y el aroma de la bebida final.

Seria recomendable realizar pruebas piloto de infusion de cascara de café con el
proposito de evaluar los perfiles de sabor y aroma en diferentes muestras. Estos analisis
permitiran obtener una comprension profunda de como los compuestos presentes en la cascara
influyen en la experiencia sensorial al consumir la bebida.

Por otra parte, seria necesario efectuar un analisis exhaustivo de los compuestos quimicos
encontrados en este subproducto del café, tales como aminoacidos, compuestos nitrogenados,
acidos volatiles y no volatiles, con el propdsito de fortalecer las aplicaciones de la cascara de
café y sus constituyentes en los sectores agroindustriales, tanto alimentarios como no

alimentarios
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