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RESUMEN

El café es uno de los alimentos de mayor consumo a nivel mundial debido a sus propiedades
beneficiosas. Sin embargo, durante su tostado no solo se desarrollan atributos sensoriales
a través de la reaccién de Maillard, sino que, ademas se forman neo-contaminantes tales
como el furano y 5-hidroximetilfurfural (5-HMF). Este estudio evalu6 el efecto conjunto de (i)
la aplicacién de Candida krusei y (ii) la variacion de los pardmetros térmicos de tostado sobre
la formacién de furano y 5-HMF en granos de café tostado (variedad Coffea arabica) con el
fin de reducir su presencia, sin afectar el contenido de compuestos bioactivos, capacidad
antioxidante y caracteristicas sensoriales del producto original. Mediante un disefio factorial
completo aleatorio, se evalud el efecto de tres factores: (i) inoculacion de levaduras (con y
sin inoculacion), (ii) temperatura de tostado (180°C y 210°C) vy (iii) grado de tostado (bajo,
medio y oscuro) sobre el contenido de 5-HMF, cafeina, acido clorogénico, polifenoles totales
y la capacidad antioxidante como variables de respuestas. Posteriormente se realizo la
evaluacion sensorial de 3 muestras que presentaron el menor contenido de 5-HMF y que
mantuvieron el contenido de compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante. Finalmente,
a estas 3 muestras se les determind el contenido de furano. El contenido de 5-HMF fue
afectado significativamente por el grado de tostado y la inoculacion. Mayores grados de
tostado generaron menores contenidos de 5-HMF (415-471 mg kg%, 164-316 mg kg*, 35-45
mg kg para café tostado bajo, medio y oscuro, respectivamente) probablemente debido a
un menor contenido de precursores en el café tostado oscuro. Asimismo, se observo que en
muestras de tostado medio inoculadas se produjé un 34% de mitigacion de 5-HMF. Respecto
al contenido de cafeina (8-9 mg g 1), compuesto termoestable; no fue afectado por
parametros térmicos de tostado. Contrariamente, el acido clorogénico disminuy6 a mayores
grados de tostado y temperatura (11-12 mg g*, 6-9mggly1-2mgg! y10mgg? 6 mgg
1y 2 mg g* para bajo, medio y oscuro y 180°C y 210°C, respectivamente). El contenido de
polifenoles totales disminuyé a mayores grados de tostado (25-30 mg EAC g, 20-24 mg
EAC g'y 18-21 mg EAC g para bajo, medio y oscuro, respectivamente). Las muestras
sometidas a un tostado oscuro sin inoculacién presentaron la mayor capacidad antioxidante
(ICs0:4-5¢g de café L?). Mayores grados de tostado generaron mayor contenido de furano (
5019 ng gt a 6507 ngg'yde 7916 ng g'en café tostado medio y oscuro, respectivamente),
sin embargo, el contenido de furano disminuy6 en un 14% en granos de café sometidos a

proceso de inoculacién. Las caracteristicas sensoriales no se vieron afectadas por la



inoculacion, pero si por el grado de tostado; finalmente no hubo una preferencia por alguna
de las muestras. Por lo que un café bajo parametros de grado de tostado medio- temperatura
210°C y la aplicacion conjunta de microorganismos Candida krusei durante la fermentacion
de los granos, es una tecnologia viable para la mitigacién de 5-HMF y furano sin afectar

negativamente los compuestos bioactivos y caracteristicas sensoriales.



ABSTRACT

STUDY OF THE EFFECT OF VARYING THERMAL PARAMETERS (TEMPERATURE
AND ROASTING DEGREE) AND THE APPLICATION OF MICROORGANISMS (Candida
krusei) ON FURAN AND 5-HYDROXYMETHYLFURFURAL CONTENT, BIOACTIVE
COMPOUNDS AND SENSORY PROFILE OF ROASTED COFFEE (Coffea arabica)

Coffee is one of the most consumed foods worldwide due to its beneficial properties.
However, during roasting, not only sensory attributes are developed through the Maillard
reaction, but also neo-formed such as furan and 5-hydroxymethylfurfural (5-HMF) are formed.
This study evaluates the joint effect of (i) the application of Candida krusei and (ii) the variation
of thermal roasting parameters on the formation of furan and 5-HMF in roasted coffee beans
(Coffea arabica variety) in order to reduce their presence, without affecting the content of
bioactive compounds, antioxidant capacity and sensory characteristics of the original product.
Using a randomized complete factorial design, the effect of three factors was evaluated: (i)
yeast inoculation (with and without inoculation), (ii) roasting temperature (180°C and 210°C)
and (iii) degree of roasting (low, medium and dark) on the content of 5-HMF, caffeine,
chlorogenic acid, total polyphenols and antioxidant capacity as response variables.
Subsequently, the sensory evaluation of 3 samples that presented the lowest 5-HMF content
and maintained the content of bioactive compounds and antioxidant capacity was carried out.
Finally, the furan content was determined for these 3 samples. The 5-HMF content was
significantly affected by roasting degree and yeast inoculation. Higher roasting degrees
generated lower 5-HMF contents (415-471 mg kg, 164-316 mg kg, 35-45 mg kg™ for low,
medium and dark roasted coffee, respectively) probably due to a lower content of precursors
in dark roasted coffee. Likewise, it was observed that in inoculated medium roast samples
there was an 34% of mitigation in 5-HMF content. Regarding the content of caffeine (8-9 mg
g?), thermostable compound; was not affected by thermal parameters of roasting. Contrarily,
chlorogenic acid decreased at higher degrees of roasting and temperature (11-12 mg g1, 6—
9mggtand 1-2 mgg?*and 10 mg g, 6 mg g*and 2 mg g* for low, medium and dark and
180 °C and 210 °C, respectively). The content of total polyphenols decreased at higher
degrees of roasting (25-30 mg EAC g, 20 — 24 mg EAC g* and 18 — 21 mg EAC g* for low,
medium and dark, respectively). The antioxidant capacity of the samples subjected to dark
roasting without inoculation showed the highest antioxidant capacity (ICso: 4 -5 g of coffee L

). Higher roasting degrees generated higher furan content (5019 ng g to 6507 ng g* and

10



7915 ng gt in medium and dark roasted coffee, respectively), however, the furan content
decreased a 14% in coffee beans submitted to inoculation process. The sensory
characteristics were not affected by inoculation but were affected by the degree of roasting;
finally, there was no preference for any of the samples. Therefore, coffee under medium
roasting degree parameters - temperature 210°C and the joint application of Candida krusei
microorganisms during coffee beans fermentation is a viable technology for the mitigation of
5-HMF and furan without negatively affecting the bioactive compounds and sensory

characteristics.
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1. INTRODUCCION

El procesamiento por altas temperaturas es el método de conservacion mas utilizado por la
industria de los alimentos. Mediante la aplicacién de altas temperaturas es posible; no solo
garantizar la inocuidad y extension en la vida util de los alimentos, sino que ademas se
desarrolla atributos sensoriales deseables, tales como: aroma, sabor, textura y color;
caracteristicos de los productos procesados. Sin embargo, las reacciones quimicas en las
gue se generan estos atributos caracteristicos también son responsables de la generacion
de algunos compuestos potencialmente nocivos para la salud, conocidos como neo-
contaminantes. Dentro de los neo-contaminantes de proceso, se encuentra el furano y el 5-
hidroximetilfurfural (5-HMF), generados a travées de la reaccion de Maillard (Arribas-Lorenzo
& Morales, 2010; Birlouez-Aragon et al., 2010; Cheriot et al., 2009). La Agencia Internacional
del Cancer (IARC) ha categorizado al furano como compuesto posiblemente cancerigeno

para los seres humanos (Grupo 2B).

Estos neo-contaminantes han sido detectados en una gran variedad de alimentos de
consumo diario a nivel mundial tales como el café, el pany los productos fritos (Goodman &
Yeretzian, 2015), situaciéon que ha encendido una alerta sanitaria en la industria y
consumidores. Esta situacion ha gatillado el desarrollo de investigacion enfocada en mitigar
la formacion de furano y el 5-HMF en alimentos procesados térmicamente. Diversas técnicas
han sido propuestas para la reduccion del nivel de neo-contaminantes dietarios, destacando
el uso combinado de: (i) cambios en los parametros de proceso Yy (ii) la reduccion del
contenido de precursores (azucares reductores y asparagina) en las materias primas. Sin
embargo, actualmente continda siendo un principal desafio tecnoldgico, el preservar la

calidad sensorial del producto final.

Debido a su peculiar perfil sensorial e innumerables propiedades bioactivas, el café es una
de las bebidas mayormente consumidas a nivel mundial (Seninde & Chambers, 2020; Wei
& Tanokura, 2015). Sin embargo, estudios indicarian que aporta una gran cantidad de neo-
contaminantes a la dieta total de la poblacion. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto
conjunto de (i) la aplicaciébn de microorganismos metabolizadores de azucares del género
Candida krusei, y (ii) la variacion de los parametros térmicos de tostado; sobre la formacion
de furano y el 5-HMF en los granos de café tostado (variedad Coffea arabica) con el fin de
reducir su presencia, conservando el contenido de los compuestos bioactivos y sin afectar

negativamente las caracteristicas sensoriales del producto original.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Descripcion del café

La planta de café (cafeto) es un arbol pequefio o arbusto perenne, lo que quiere decir que
mantiene sus hojas a lo largo de todo el afio. La cosecha de café se produce anualmente
cuando el fruto o la cereza de café estd en su estado Optimo de maduracion. El fruto del
cafeto es una drupa elipsoidal, el cual contiene dos semillas planoconvexas separadas por
un tabique interno del ovario. Este fruto esta constituido por el epicarpio también conocido
como cascara, al inicio es de color verde y a medida se va madurando va tomando un color
amarillo y finalmente un color rojo, aunque esto depende de la variedad de café, a su vez
cumple la funcidén de envolver las otras partes del fruto, asi como de protegerlo de factores
biol6gicos. Luego se encuentra el mesocarpio también conocido como pulpa o mucilago, el
cual es una sustancia viscosa que es rica en azucares y pectinas. La siguiente capa es el
endocarpio también conocido como pergamino, es de color crema a marrén y envuelve lo
gue son las semillas. Espermoderma es otra capa que también es conocida como pelicula
plateada o tegumento, siendo una capa fina transparente de color plateado que envuelve la
semilla. Finalmente, la capa que contiene las dos semillas también conocidos como granos
de consistencia dura y de color verdosa o amarillenta es llamada endospermo (Alvarado
Soto & Rojas Cubero, 2007; Alves et al., 2017; Inglés, 2016).

El género Coffea, que pertenece a la familia Rubiaceae, abarca dos de las especies
vegetales mas importantes del comercio internacional de café: Coffea arabica Linneo y
Coffea canephora Pierre, ampliamente conocidos como Arabica y Robusta, respectivamente
(Alves et al., 2017). El café es una de las bebidas mas populares en todo el mundo,
haciéndolo un producto basico e importante a nivel mundial. EI comercio del grano de café
va en aumento cada afio. Se ha registrado que las exportaciones mundiales de café en el
periodo de (Octubre 2020- Agosto 2021) ascendieron de 118,96 millones de sacos en
comparacion con los 116,77 millones de sacos durante el periodo de (Octubre 2019- Agosto
2020) (ICO 2021), con un aumento de 1,9%.

Segun la International Coffee Organization (ICO), los finlandeses, noruegos, islandeses y
daneses consumen 11,6, 10, 8,9 y 8,7 kilos de café por persona al afio, respectivamente.
Este alto consumo de café en estos paises se debe a las bajas temperaturas que tienen a lo

largo del afio. Dentro de los paises productores, Brasil es el que mas café produce seguido
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de Colombia. La calidad del café va a depender de varios factores como las
especies/variedades de los granos de café, zona geogréfica, condiciones de cultivo, nivel de
maduracion en la cosecha, condiciones de fermentacion y manejo postcosecha (di

Donfrancesco et al., 2019).

Actualmente se ésta estudiando cada vez mas el café y sus componentes con respecto a
los efectos potencialmente beneficiosos y adversos para la salud. Dentro de los
componentes mas investigados estan los alcaloides (cafeina y trigonelina), compuestos
fendlicos (4cido clorogénico) y diterpenos (cafestol y kahweol) (Pahlke et al., 2019). Estos
componentes del café influyen en el sabor, asi como en las cualidades sensoriales distintivas
del café, pero varian segun la especie, ubicacién geogréfica, clima, practicas agricolas y

método de procesamiento.

Debido a las propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antipiréticas que presentan estos
componentes del café (Seninde & Chambers, 2020; Wei & Tanokura, 2015), se ha asociado
gue el consumo del café brinda beneficios para la salud, en cuanto a la reduccién del riesgo
de diversas enfermedades cronicas como diabetes tipo 2, enfermedad de Parkinson, ciertos
canceres, enfermedades de las arterias coronarias, arritmias cardiacas y accidente
cerebrovascular (Dirks-Naylor, 2015; Loftfield et al., 2018; Pahlke et al., 2019). Sin embargo,
siempre existe la preocupacion del riesgo que puede generar el consumo de café. Estudios
clinicos y epidemiologico han sugerido que los consumidores de café con polimorfismos
genéticos comunes pueden tener un mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares
(Bodar et al., 2020; Loftfield et al., 2018).

2.2 Procesamiento del café

El proceso de café comienza por la recoleccién manual del fruto o cereza de café, cuando
se encuentra en su estado 6ptimo de maduracion. Posteriormente estas cerezas pasan por
la etapa de clasificacion, donde son eliminadas aquellas cerezas inmaduras, este proceso
de clasificacion se puede realizar por medio de mallas o por tanques de agua (Flores-Ortega
et al., 2016; Ribeiro et al., 2017).

En el proceso de un café semi-seco estas cerezas pasan por la etapa de despulpado, lo que
significa que se retira el epicarpio y el mesocarpio del fruto, para asi dar lugar a la semilla la
cual esta contenida en el endocarpio que esta cubierto por el mucilago. El despulpado da

paso a lo que es el proceso de fermentacion el cual se da manera natural en el café y este
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puede durar aproximadamente 18 horas, en esta etapa lo que se quiere lograr es eliminar el
mucilago. Una vez finalizada la fermentacion, estas semillas pasan por una etapa de secado

el cual se termina una vez que se ha alcanzado una humedad de un 10-12%.

Finalmente, en la etapa de trilla es donde se elimina el pergamino para asi obtener las
semillas o granos verdes que seran sometidos al proceso de tostado (Flores-Ortega et al.,
2016; Mahmud et al., 2020; Ribeiro et al., 2017). En las semillas o granos verdes se
encuentran componentes como polisacaridos, lipidos y proteinas, a su vez también se
encuentran componentes como cafeina, trigonelina, acido clorogénico, azucares libres y
acidos organicos (Wei & Tanokura, 2015). Cada uno de estos componentes aportan
diferentes caracteristicas que hacen ser al café Gnico. En los granos verdes se encuentran
altos contenidos de acidos organicos como ser: el acido malico y citrico, los cuales
contribuyen a la acidez de la bebida, sin embargo, estos acidos tienden a disminuir durante
la maduracion del fruto. La cafeina esta asociada con el amargor y astringencia de la bebida
de café, se forma en los frutos y esta se va acumulando a medida se va desarrollando,
encontrandose contenidos de un 0,6-1,2% (Barbosa et al., 2019; Wei & Tanokura, 2015). La
trigonelina también contribuye al sabor amargo del café, y a medida que el fruto va
madurando el contenido de trigonelina cambia muy poco. El &cido clorogénico se relaciona
con la astringencia y amargor del café, pero este disminuye a medida que el fruto va
madurando. Y dentro de los alcoholes diterpénicos como el kahweol este contribuye al sabor
amargo del café (Seninde & Chambers, 2020; Sunarharum et al., 2014). Estos granos verdes
de café son almacenados en sacos hasta su tostado, cuando estos sacos son abiertos se
someten nuevamente a un paso de limpieza para eliminar los granos defectuosos o

inmaduros (Alves et al., 2017).

El proceso de tostado se suele realizar a una temperatura de aproximadamente 200°C
durante menos de 20 min con variabilidad en el tiempo y la temperatura (Esposito et al.,
2020). Las tecnologias modernas presentan como principio basico el paso de un flujo
convectivo forzado de gases calientes a través de una cama mévil donde se encuentran los
granos verdes de café. El movimiento de los granos se puede realizar por rotacion o por el
flujo de gases de tostado (Alves et al., 2017). Este proceso de tostado se basa en la
deshidratacion de los granos, seguido por el proceso de tostado en el cual se da
principalmente a través de la reacciéon de Maillard, produciendo asi el aroma del café, como
el color y la composicion tipica de los granos de café. Durante este proceso los precursores

y compuestos bioactivos se transforman, desarrollando y potenciando las cualidades
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organolépticas del café. El acido clorogénico se degrada hasta un 50% para un nivel de
tostado medio aumentando asi el amargor (Seninde & Chambers, 2020; Sunarharum et al.,
2014). La trigonelina al ser sometida a este proceso de tostado se degrada produciendo
compuestos volatiles como pirroles, pirazinas y piridinas los cuales son responsables de los
atributos de aroma, como notas a nuez y tostado en el café (Mahmud et al., 2020; Seninde
& Chambers, 2020). También durante este proceso de tostado son liberados compuestos
volatiles como aldehidos, cetonas y alcoholes que provienen de la fraccion lipidica del grano
verde (semilla) del café los cuales influyen en la formacion de aromas (Barbosa et al., 2019).
A la vez durante este proceso se descomponen polisacéaridos solubles los cuales producen
furanos que son responsables de aromas dulces y a caramelo en el café, siendo también
responsables estos polisacaridos de la viscosidad de la bebida de café (Seninde &
Chambers, 2020; Sunarharum et al., 2014).

Una vez finalizada la etapa de tostado, los granos pasan a una etapa de molienda, la cual
puede generar diferentes grados de molienda (gruesa, intermedia o fina) esto va a depender
de la ultima etapa que es el método de preparacion de la taza de café. Existen diversos
métodos como ser: prensa francesa, chemex, sifén, aeropress, italiano, espresso, V60 entre
otros, la seleccion del método de preparacion dependera de cada consumidor (Sanchez &
Chambers, 2015).

Secado Tostado

(Aproximadamente

200°C < 20min) Preparacion

Recoleccion
=

(Chemex, ltaliano,
Aeropress y Sifén)

N -~
RN

Trilla N
Fermentacion Molienda
(18hrs) (Fina, Intermedia y Grueso)

Clasificacion
(Malla o Tanques)

Figura 1. Esquema de procesamiento del café.
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2.3 Descripcion de neo-contaminantes

Los neo-contaminantes son compuestos esencialmente formados a altas temperaturas
durante la reaccién de Maillard a partir de grupos amino reactivos de proteinas o
aminoécidos libres y derivados carbonilados de azucares (Arribas-Lorenzo & Morales, 2010;
Birlouez-Aragon et al., 2010; Cheriot et al., 2009). Estos compuestos se encuentran
comunmente en todo tipo de alimentos que son ricos en carbohidratos, grasas y proteinas y
gue son sometidos a procesos de altas temperaturas como lo son las papas fritas, productos

de panaderia, y café (Goodman & Yeretzian, 2015).

Dentro de los principales neo-contaminantes estd la acrilamida (AA), el furano y el 5-
hidroximetilfurfural (5-HMF), los cuales son estudiados en la actualidad principalmente
debido a su alto potencial toxicolégico y su amplia incidencia en productos alimenticios
(Rannou et al., 2016). Barrios-Rodriguez, (2021), evaluo6 el contenido de AA en esta misma
variedad y origen de café tostado encontrando concentraciones (43,55 — 207,14 ug kg?) por
debajo del limite establecido por la comisién europea (400 ug kg?), es por lo que en este
estudio se evalu6 solamente el furano y 5-HMF. Algunos estudios han evaluado el efecto
nocivo de estos neo-contaminantes, el furano puede causar tumores en diversos tejidos y
organos de ratones y ratas (NTP, 2009; Scholz & Stadler, 2018), otros estudios en ratones
demostraron que el 5-hidroximetilfurfural produce efectos de genotoxicidad,
carcinogenicidad, neoplasia y es considerado un indicador del deterioro de la calidad
causado por un calentamiento excesivo o almacenamiento inadecuado de los alimentos (Lee
et al., 2019; Prata et al., 2021; Shapla et al., 2018; Zhao et al., 2018).

El furano es un liquido incoloro con una estructura de anillo de cinco miembros (C4H40), con
un peso molecular bajo de 68 y un punto de ebullicibn bajo de 31°C, debido a estas
propiedades, es un compuesto muy volatil (Cha & Lee, 2020; Mariotti, Granby, et al., 2013).
El furano esta clasificado por el IARC como posiblemente cancerigeno para los seres
humanos (Grupo 2B). En alimentos como, el café tostado, alimentos para bebé, papas fritas
y cacao, se han reportado niveles de furano de 126,5-1990,9, 2,6-31, 12,7 y 10,9 ug kg,
respectivamente (Scholz & Stadler 2018).

5-HMF (CsHeO3) es un aldehido ciclico (derivado del furano) que se forma en la reaccion de
Maillard (Sevenich et al., 2020), en alimentos como, café tostado, galletas, pan y miel se
han encontrado niveles de HMF de 100-2186, 1,75- 35,21, 2,2- 87,7 y 0,34- 58,8 mg kg,

respectivamente (Lee et al., 2019), asi mismo se ha reportado en otros alimentos para el
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desayuno como tostadas, zumo de naranjas, zumo de manzana y mermeladas (Akillioglu &
Gokmen, 2014).

Actualmente no existen reglamentos que regulen o establezcan limites permitidos de estos
neo-contaminantes, sin embargo, diferentes organizaciones mundiales tales como la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, por sus siglas en inglés) y la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, por sus siglas en
inglés) sugieren el monitoreo de su ocurrencia en alimento de consumo masivo tales como

el café.

2.4 Mecanismo de formacién de furano y 5-hidroximetilfurfural en café

Se han propuesto diversos mecanismos de formacion del furano como: (1) degradacion
térmica/ reaccion de Maillard de azucares reductores, en presencia 0 ausencia de
aminoacidos (Batool et al., 2021; Perez Locas & Yaylayan, 2004; Scholz & Stadler, 2018),
(2) degradacion téermica de ciertos aminoacidos (Batool et al., 2021; Perez Locas & Yaylayan,
2004) y oxidacion térmica de (3) acido ascorbico (Batool et al.,, 2021; Perez Locas &
Yaylayan, 2004) (4) acidos grasos poliinsaturados (Batool et al., 2021; Perez Locas &
Yaylayan, 2004; Scholz & Stadler, 2018) y (5) carotenoides (Mariotti, Granby, et al., 2013;
Scholz & Stadler, 2018).

Los azUcares reductores como las hexosas o0 pentosas pasan por la reaccion de Maillard en
presencia de aminoacidos generando compuestos intermedios, asi mismo los amino acidos
por si solos también representan una ruta de formacion (Batool et al., 2021; Mariotti, Granby,
et al., 2013).

Por degradacién térmica, aminoacidos como serina y cisteina también inducen la formacién
de furano. Durante la degradacion de la serina se da la formacion de acetaldehido y
glicoaldehido la cual a su vez produce un producto intermedio cuya ciclacion y deshidratacion

produce furano (Batool et al., 2021; Perez Locas & Yaylayan, 2004).

La via oxidativa que involucra los acidos grasos poliinsaturados (PUFAS), por sus siglas en
inglés) da origen al 4-hidroxi-2-butenal como producto intermedio de la degradacion, se cicla
a 2,5-dihidro-2-furfural, el cual produce furano después de la eliminacién de agua (Batool et
al., 2021; Kettlitz et al., 2019; Scholz & Stadler, 2018) (Figura 2). En el café verde se ha

demostrado que la glucosa, la sacarosay los acidos grasos poliinsaturados, especificamente
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los &cidos linoleico y linolénico, son posibles precursores de la formacion de furano en el

café tostado (Pavesi Arisseto et al., 2011).
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Figura 2. Diferentes vias de formacion del furano (Mariotti, Granby, et al., 2013).

La Figura 3. muestra las dos vias de formacion del 5-HMF. La primera es la descomposicion
de 3-desoxiglucosona (3-DG) en la reaccion de Maillard, en presencia de calor, bajo pH,
azucares reductores y aminoacidos se forma una base Schiff, posteriormente por medio de
la ciclacion de la base Schiff se forman productos de reordenamiento de Heyns y Amadori
los cuales se degradan a 1,2-eneaminnol por 1,2-enolizacién, luego este de deshidrata para
formar (3-DG), y mediante otra deshidratacion se forma 3,4-didesoxiglucosona (3,4-DGE),
el cual producird 5-HMF por medio de una deshidratacion y ciclacién. (Anese et al., 2014;
Lee et al., 2019). La segunda via de formacién es la caramelizacion, en que ocurre una
deshidratacion de azucares en condiciones &cidas. La degradacion de fructosa catalizada
por acido da paso a la formacion del catién fructofuranosilo, donde este se puede convertir

en 5-HMF. Por otro lado, la glucosa y la fructosa también pueden formar 3-DG a través de
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1,2-enolizacion, dando como producto 5-HMF después de la deshidratacion y ciclacion (Lee
et al., 2019; Locas & Yaylayan, 2008).
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Figura 3. Mecanismos de formacion del 5-HMF (Lee et al., 2019).

2.5 Tecnologias de mitigacion y reduccion en café y otros alimentos

Debido a la potencial toxicidad que presentan los neo-contaminantes, se han realizado
diversos estudios colaborativos entre la industria y las autoridades de la Union Europea para
desarrollar posibles intervenciones tecnolégicas que permitan reducir su exposicién al
consumidor (EFSA, 2011). En este sentido, uno de los mayores retos al momento de reducir
los niveles de estos neo-contaminantes es mantener los atributos sensoriales (Pedreschi et
al., 2014).

Las tecnologias de mitigacion estan enfocadas en intervenir el mecanismo de formacién de
estos neo-contaminantes. Estas tecnologias pueden agruparse en: i) seleccion de especies
de café con bajos precursores, ii) modificaciones de las condiciones del proceso de tostado
(temperatura y grado de tostado), iii) reduccion del contenido de precursores y iv) adicion de
otros compuestos que compiten con los precursores (Barrios-Rodriguez et al., 2022). Moon

& Shibamoto, (2009) investigaron la formacién de compuesto voléatiles en granos de café
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bajo diferentes condiciones del proceso de tostado (230°C / 12min (light), 240°C / 14min
(médium), 250°C / 17min (city) y 250°C / 21min (French)) encontrando que los niveles de 5-
HMF disminuyen significativamente de 26,77% (light) a 0,32% (city) cuando hay un
incremento en las condiciones (230°C/12min a 250°C /17min). Contrariamente, para el caso
de furano en café tostado, se observo que a baja temperatura (140°C) y tiempo de tostado
prolongado (20min) disminuye su contenido en el producto final (Pavesi Arisseto et al., 2011,
Petisca et al.,, 2013). Albouchi & Murkovic, (2020) utilizaron 14 diferentes agentes de
mitigacion en un sistema modelo de café, evidenciando que para 5-HMF el sulfito de sodio
tiene un 38,3% de acciébn como agente mitigador. Es posible que estas tecnologias de
mitigacion sean eficaces debido a la falta de precursores en un grado tostado mas oscuro,
asi mismo el 5-HMF es un aldehido que es susceptible a la reduccion y siendo el sulfito de
sodio un agente reductor fuerte, causa una mitigacion en el sistema modelo de café (Albouchi
& Murkovic, 2020; Moro et al., 2012).

En el caso de las tecnologias de reduccion estas se basan en reducir la concentracion de
los neo-contaminantes en las etapas posteriores al tostado. Quarta & Anese, (2012) en su
investigacion demostraron que la aplicacion de un tratamiento al vacio a 60°C en un café
previamente hidratado (actividad de agua de 0,7) bajo condiciones de 2,7 y 13,3 kPa durante
15 y 120 min, respectivamente, elimina el 10% de 5-HMF. Asi mismo se ha utilizado el
tratamiento al vacio en muestras de salsa de carne y galletas previamente hidratadas,
obteniendo reducciones de furano de 67% y 94%, respectivamente después de 10 min de
proceso (Anese, Bot, et al., 2014). Ademas, se ha considerado utilizar levaduras y bacterias
acido-lacticas (LAB, por sus siglas en inglés) como Saccharomyces cerevisiae Yy
Lactobacillus, respectivamente en el proceso de fermentacion, y otros géneros de levaduras
como Candida parapsilosis, para mejorar la calidad de fermentacion y caracteristicas
sensoriales del producto final (Alves et al., 2017; Anese et al., 2014; Anese & Suman, 2013;
Ribeiro et al., 2017; Vinicius de Melo Pereira et al., 2017). Akillioglu & Gdkmen, (2014)
determinaron la posibilidad de integrar el proceso de fermentacién con Saccharomyces
cerevisiae en la produccién de café instantaneo para reducir el contenido de 5-HMF en el
producto final. En esa oportunidad se obtuvieron reducciones de 75,7%, 93,6% y 99,2% de
5-HMF en medios que contenian 1%, 5% y 10% de sacarosa fermentada con levadura

después de 24 horas de fermentacion.

Por otro lado, los métodos de preparacién de la bebida de café también influyen en el

contenido final de furano. Se ha evidenciado que, para los métodos de infusion, al usar moka
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cafeteray maquina de expresso se obtiene una reduccién del 57%, 67,5% y 63,3% de furano,
respectivamente. En este sentido, EFSA ha evaluado el efecto de manipulacién de alimentos
y de tipos de recalentamiento en productos como café, comida para bebés, pan tostado y
sopas, mediante el calentamiento y la agitacion de estos en un recipiente abierto (Mariotti,
Granby, et al., 2013), considerando que el furano es un compuesto volatil. Una limitacion de
esta técnica es que no es aplicable a todos los alimentos enlatados debido a temas de

seguridad e inocuidad alimentaria.

2.6 Analisis sensorial

La Division de Evaluacion Sensorial del Instituto de Tecnologos de Alimentos (IFT), define la
evaluacion sensorial como la disciplina cientifica utilizada para evocar, medir, analizar e
interpretar las reacciones de aquellas caracteristicas de los alimentos y otras sustancias,
gue son percibidas por los sentidos de la vista, olfato, gusto, tacto y oido. En la actualidad,
estan surgiendo mayor variedad de nuevos productos alimenticios lo cual hace que las
industrias estén forzadas a realizar estudios sensoriales para desarrollar productos que no
solamente sean atractivos, sino que también satisfagan las expectativas de los
consumidores. El analisis descriptivo (DA), es reconocido como una técnica adecuada para
determinar el perfil sensorial de alimentos procesados, proporcionando asi resultados
detallados, sélidos y reproducibles. Sin embargo, una de sus desventajas es que es una

técnica costosa y lleva mucho tiempo (Esmerino et al., 2017).

Es por ello, que los métodos descriptivos “rapidos” surgieron con tanta fuerza para asi
ahorrar tiempo y recursos. Entre los métodos rapidos se encuentran los métodos verbales
como Flash Profiling, Rate All That Apply (RATA) y Check All That Apply (CATA), métodos
basados en similitud como Free Sorting Task (FST) y Projective Mapping (PM) y los métodos
basados en referencia como Polarised Sensory Positioning (PSP) y Pivot Profile (PP)
(Esmerino et al., 2017).

El método CATA consiste en una lista de palabras o frases donde los participantes deben
de seleccionar todas las palabras que consideren apropiadas para describir la muestra
(Esmerino et al., 2017; Fleming et al., 2015). Las muestras son presentadas una a la vez de
acuerdo con disefios aleatorizados para asi evitar cualquier sesgo. Bocadillos salados,

helados de crema, postres de chocolate, patatas fritas, refrescos con sabor a citricos, panes
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integrales y productos cosméticos son algunos de los productos en los cuales se ha aplicado
este método de CATA (Delareu et al., 2015; Valentin et al., 2012). Dentro de las ventajas
gue tiene CATA en comparacion con DA, es lo rapido, facil para los participantes, se puede
utilizar tanto con consumidores como con personas con poco entrenamiento (Delareu et al.,
2015). Son pocos los estudios de café en donde se ha utilizado este método CATA,
Giacalone et al., (2019) estudi6 los defectos de 6 diferentes perfiles de tostado, utilizando en
la parte sensorial un DA y un CATA obteniendo resultados sensoriales similares entre
ambos. Bemfeito et al., (2021) también utilizé el método CATA para evaluar la aceptacion de

los consumidores de café producidos a partir de diferentes tiempos de tueste.

Cabe destacar que, en la evaluacion sensorial de productos con consumidores, no se utiliza
solamente un método o un uUnico test, generalmente la evaluacion conlleva una combinacion
de estos. Dentro de esta combinacion se considera el método hedodnico (proporciona una
medida de agrado) y de preferencia (determina qué productos se prefieren), estos ayudan a
recopilar informacion sobre los atributos del producto, asi mismo también se hace uso de
escala de “Justo agrado” donde los consumidores deben asignar puntajes o proporcionar
respuestas a preguntas relacionadas especificamente a un atributo en si esta menos o mas
fuerte de lo que le gusta o si esta justo como le gusta (Delareu et al., 2015), también se
utilizan preguntas abiertas. Se hace toda esta combinacion de métodos, pruebas o test con

el fin de entender mejor cual es la percepcion del consumidor hacia el producto.
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3. HIPOTESIS

Es factible mitigar los niveles de furano y 5-HMF y conservar el contenido de compuestos
bioactivos presentes en el café tostado (variedad Coffea arabica) y sus propiedades
antioxidantes, mediante la aplicacion conjunta de microorganismos del género Candida
krusei durante el proceso de fermentacion del grano verde y el control de los pardmetros
térmicos (temperatura y grado de tostado), sin afectar negativamente las caracteristicas

sensoriales del producto final.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Mitigar los niveles de furano y 5-HMF y conservar el contenido de compuestos bioactivos
presentes en el café tostado (variedad Coffea arabica) y sus propiedades antioxidantes,
mediante la aplicacion conjunta de microorganismos del género Candida krusei durante el
proceso de fermentacion del grano verde y el control de los parametros térmicos
(temperatura y grado de tostado) , sin afectar negativamente las caracteristicas sensoriales

del producto final.

4.2 Objetivo Especificos

1. Evaluar el efecto de la variacion de los parametros térmicos (temperatura y grado de
tostado) y la adiciéon de microorganismos del género Candida krusei en el proceso de
fermentacion de los granos verdes de café, sobre la formacion de furano y 5-HMF en el café

tostado.

2. Evaluar el efecto de la variacion de los parametros térmicos (temperatura y grado de
tostado) y la adicion de microorganismos sobre el contenido de cafeina, acido clorogénico,

polifenoles totales y capacidad antioxidante en el café tostado.

3. Determinar mediante una prueba con consumidores, el efecto de la aplicacion de
microorganismos en el proceso de fermentacion y la variacion de los parametros térmicos

(temperatura y grado de tostado) sobre las propiedades sensoriales del café tostado.
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5. MATERIALES Y EQUIPOS

5.1 Materia prima

- Granos de café cereza en éptima maduracion.

5.2 Reactivos quimicos

- Acetonitrilo grado para cromatografia liquida, Merck.
- Acido acético glacial anhidro, Merck.

- Acido gélico anhidro, Sigma.

- Agua desmineralizada.

- Carbonato de sodio anhidro, Merck.

- Cloruro de sodio anhidro, Merck.

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

- Estandar Furano

- Estandar Furano d4, Isotec.

- Folin-Ciocalteu, Merck.

- Hexacianoferrato (ii) de potasio trihidrato, Merck.
- Metanol grado para cromatografia liquida, Merck.

- Sulfato de zinc heptahidrato, Merck.

5.3 Insumos

- Filtro de nylon 0,2 pm.

- Jeringas desechables, Cranberry de 3ml con aguja CALIBRE 21g X 112,
- Material de vidrio (vasos precipitados, matraz aforado, probeta, tazas).

- Papel filtro Watman No. 1.

- Tubos falcon conicos 15ml.

- Viales 2y 5 ml.

5.4 Equipos e instrumentos

- Agitador magnético con placa calefactora, IKA® C-MAG HS 7 S000.
- Balanza analitica, KERN ABJ220-4-NM.



Cafetera Thomas TH-1381.

Centrifuga, DLAB DM0412.

Centrifuga, MIKRO 220R Hettich Zentrifugen.

Columna Agilent

Columna Agilent HPLC-DAD, C18 (5 pM 129 A 4.6 X 150 mm).

Cromatégrafo de Gas-MS, Agilent 78902 / Agilent 597C XL EI/CI MSD.

Cromatdégrafo Liquido -DAD, Thermo Scientific Dionez Ultimate 3000.
Espectrofotometro UV/vis, METASH UV-5100.

Foodsaver V2860.

Horno por conveccion, BIOBASE BJPX-SPRING.

Micropipetas, DISCOVERY Comfort (20-200uL, 100-1000uL, 0.5-5ml).

Molino de muelas, KitchenAid®.
Refrigerador, Whirlpool.
Vortex, DLAB MXF.
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6. METODOLOGIA

6.1 Disefio Experimental y Andlisis Estadistico

Se desarroll6 un disefio experimental factorial completo (2x2x3) con tres repeticiones para
evaluar el efecto de la inoculacién de microorganismos (con y sin inoculacion), temperatura
(180°C y 210°C) y grado de tostado (bajo, medio y oscuro) sobre el desarrollo de 5-HMF,
cafeina, &cido clorogénico, polifenoles totales y capacidad antioxidante en el grano de café
tostado (Tabla 1). Posteriormente, las muestras que presentaron menor contenido de 5-HMF
y mantuvieron el contenido de compuestos bioactivos fueron sometidas a evaluacion

sensorial y se les determiné el contenido de furano.

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente mediante el software
STATGRAPHICS Centurion XVL.I, para determinar por medio de ANOVA Multifactorial y
Prueba de Multiple Rangos de diferencias significativas segun Tukey a un nivel de confianza

del 95%, si existe diferencias significativas entre los factores y sus interacciones.

Tabla 1. Disefio experimental factorial completo (2x2x3).

Temperatura Temperatura
180°C 210°C
Nivel de Tostado Factores = 3
Inoculaciéon de M.O Inoculaciéon de M.O
Muestras = 12
Con Sin Con Sin

Réplicas = 3

Bajo (L*=27.3
jo ( ) Total de Corridas = 36

Medio (L*=23.5)
Oscuro (L*=19)

6.2 Adicion de microorganismos del género Candida krusei en el proceso de
fermentacion

6.2.1 Materia prima

Se utilizaron granos de café cereza (Coffea arabica) en su estado 6ptimo de maduracion los
cuales fueron recolectados en la zona centro del departamento de Neiva Huila, Colombia a
una altura de 1650 msnm. Estos granos de café fueron trasladados a la planta piloto del
Centro Surcolombiano de Investigacion en Café-CESURCAFE de la Universidad

Surcolombiana de Neiva-Huila, Colombia en contenedores de poliestireno con gel
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refrigerante que mantenian una temperatura promedio de 4°C para asi evitar la fermentacion

temprana de los granos.

6.2.2 Activacion e inoculacién de levadura

La cepa de levadura Candida krusei se obtuvo de la coleccién de levaduras del Centro
Surcolombiano de Investigacion en Café-CESURCAFE de la Facultad de Ingenieria de la
Universidad Surcolombiana-Colombia. La activacion e inoculacién de la cepa de levadura
Candida krusei se realizé de acuerdo con lo recomendado por (Martinez et al., 2017), con
algunas modificaciones. De esta manera la levadura se activo en el medio de cultivo de agar
cloranfenicol (YGC) (Conda Pronadisa, Espafia), en incubacion a 30°C por 24 horas
(Heratherm IMHG60-S, Thermo scientific, Alemania). Una vez obtenido el cultivo, la levadura
se suspendid en agua de peptona (Merck, Alemania) incubando bajo las mismas
condiciones. Después, se realizé un proceso de centrifugado (Zentrifugen Hettich EBA 30
200/200, Alemania) a 5000 rpm durante 3 minutos, se eliminé el sobrenadante y las células
se lavaron 3 veces con agua destilada. Se diluyeron en 2 ml de agua para la posterior
inoculacion en la masa de café. La concentracion final obtenida de levadura inoculada fue
de 1,2x106 células ml correspondiente al estandar nimero 4 de la escala de McFarland con

una densidad optica tedrica a 550 nm.

6.2.3 Fermentacion y secado

Se estableciéo un tratamiento de fermentacion con inoculacién de levaduras (TL) y un
tratamiento control (TC) sin ningun tipo de inoculacién. Cada tratamiento se realizd por
triplicado, con 15 kg de café despulpado por réplica en cubetas de poliestireno
herméticamente cerradas. Culminado el tiempo de fermentacion (18 horas) las muestras se
llevaron a secado solar en marcos de madera en un secador parabdlico, registrando la
humedad de los tratamientos con un determinador de humedad para granos (KETT, PM450,

USA), hasta llegar a una humedad final en el rango de 10-12% en base humeda.
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6.3 Variacion de los pardmetros térmicos (temperaturay grado de tostado) en el
proceso de tostado

Una vez terminada la etapa de secado los granos (semillas) se sometieron a una etapa de
trilla, con el fin de retirar el pergamino y obtener el denominado café verde. Posteriormente
los granos de café verde sé sometieron a una operacion de limpieza, separacion y
clasificacion para eliminar granos defectuosos. Los granos verdes de café obtenidos para
cada tratamiento se sometieron a tostado a dos diferentes temperaturas 180°C y 210 °C en
una tostadora de muestras Quantik (TC-150A R/G) con capacidad de 150 gramos, hasta
alcanzar los niveles de tostado bajo, medio y oscuro, establecidos mediante el parametro L*
del Espacio de Color CIE L*a*b* con un colorimetro Konica Minolta (CR-410, N.J. USA), de
acuerdo con los valores reportados por (Wei & Tanokura, 2015): L*=27.3 (bajo), L*=23.5

(medio) y L*=19 (oscuro).

6.4 Preparacion de la materia prima

6.4.1 Materia prima

Se utilizaron los granos de café tostado de la variedad Coffea arabica proporcionados por el
Centro Surcolombiano de Investigacion en Café- CESURCAFE de la Universidad

Surcolombiana de Neiva-Huila, Colombia.

6.4.2 Molienda de los granos de café tostado

Los granos de café tostado enviados por el Centro Surcolombiano de Investigacion en Café-
CESURCAFE de la Universidad Surcolombiana de Neiva-Huila, se recibieron envasados al
vacio, con el fin de conservar sus propiedades quimicas y sensoriales por un tiempo mas
prolongado. Se realizé la molienda de los granos de café tostado en un molino de muelas
(KitchenAid®) hasta obtener un polvo, dicho polvo de café se almacend en bolsas de
polietileno selladas, a temperatura ambiente y sin luz para su posterior analisis. Cada
muestra se codific6 de acuerdo con los 3 factores, siendo la codificacion la siguiente: TL
(Tratamiento con Levadura), TC (Tratamiento Control), 180°C, 210°C (Temperatura) y B, M
y O (grado de tostado Bajo, Medio y Oscuro).
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Figura 4. Granos de café tostados envasados al vacio (a) y café molido (b).

6.4.3 Caracterizacion quimica del café tostado molido

El café tostado molido se caracteriz6 quimicamente en triplicado por medio de los andlisis
de 5-HMF,cafeina, acido clorogénico, compuestos polifendlicos y capacidad antioxidante, los
cuales estan contemplados dentro del disefio experimental, posterior a la evaluacion

sensorial, se caracterizd quimicamente por duplicado el furano.

6.4.3.1 Determinacion 5-hidroximetilfurfural, cafeina y acido clorogénico

El contenido de 5-hidroximetilfurfural, cafeinay acido clorogénico se realizé segun el método

desarrollado por (Vignoli et al., 2014), con algunas modificaciones.

A. Extraccion de 5-hidroximetilfurfural, cafeinay acido clorogénico presentes en café

tostado.

Se realizé la extraccion de 5-hidroximetilfurfural, cafeina y acido clorogénico del café
mediante el tratamiento de 0,1 g de muestra de café a la cual se le afiadieron 10 ml de agua
destilada, 0,75 ml de hexacianoferrato (ii) de potasio trihidrato (Carrez 1) y 0,75 ml de sulfato
de zinc heptahidrato (Carrez IlI) agitando por medio de un vortex en cada adicion,
posteriormente se centrifug6 por 20 minutos a 4500 rpm. El sobrenadante obtenido se pasé

por filtros de nylon de 0,22 ym a viales de 2 ml para su posterior inyeccion.

30



B. Condiciones del equipo HPLC-DAD para la medicion de 5-hidroximetilfurfural,

cafeina y acido clorogénico

La determinacion de 5-hidroximetilfurfural, cafeina y acido clorogénico en el café se realiz6
por medio de cromatografia liquida de alta resolucion con detector de arreglo de diodos
(HPLC-DAD). Las condiciones cromatograficas se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de HPLC-DAD para la determinacion de 5-hidroximetilfurfural,
cafeina y acido clorogénico.

Parametro Condicién
Columna AcclaimTM 120 C18 5 um 120 A 4.6 x 150 mm
Fase movil Acido acético al 1% / acetonitrilo (95:5)
Flujo de fase movil / Presion 1 ml/ min/1.200psi
Longitud de onda Acido clorogénico 324 nm

Cafeina 273 nm

5-Hidroximetilfurfural 280 nm

Temperatura del horno 30°C

Volumen de inyeccion 20 ul

6.4.3.2 Determinacion de compuestos polifendlicos.

El contenido de polifenoles totales se determiné por medio del método Folin-Ciocalteu

descrito por (Singleton et al., 1965) con algunas modificaciones.

A. Extraccion de compuestos polifendlicos presentes en café tostado.

Se realizé una extraccion metandlica con 0,1 g de muestra de café tostado con 15 ml de
metanol/agua al 50% agitAndose por medio de un vortex, posteriormente se centrifug6 por
15 minutos a 4500 rpm. Una vez finalizada la centrifugacion se filtrd6 y recolecto el

sobrenadante.

Del filtrado recolectado se tomaron 100 pL, se adicionaron 4,9 ml de agua destilada, 500 pL

de reactivo Folin-Ciocalteu, se agitd por medio de un vortex y se dejo reposar por 3 minutos.
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Posteriormente se adicionaron 1,7 ml de carbonato de sodio al 20% y 2,8 ml de agua
destilada se agitdé nuevamente por medio de un vortex y se dejo reposar por 30 minutos
manteniéndolo lejos de la luz, pasados los 30 minutos se procedio a leer las muestras en un
espectrofotometro UV/vis a una longitud de onda de 765 nm. Los resultados se expresaron

como mg equivalente de &cido gélico por gramo de muestra de café.

6.4.3.3 Determinacion de capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se determind por el método del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) segun el método desarrollado por (Brand-Williams et al., 1995), con algunas

modificaciones.

A. Extraccion de compuestos antioxidantes presentes en café tostado.

Se realizo una extraccion metandlica de 0,1 g de muestra de café tostado con 15 ml de
metanol/agua al 50% agitandose por medio de un vortex, posteriormente se centrifugd por
15 minutos a 4500 rpm. Una vez finalizada la centrifugacion se filtr6 y recolecto el
sobrenadante. Del filtrado se construy6 una curva para cada muestra con alicuotas de 0.5

ml, 1 ml, 1,5 ml, 2 mly 2,5 ml y se aforaron con metanol al 100%.

De cada una de las alicuotas realizadas anteriormente se tomaron 100 pL realizando este
procedimiento por triplicado, posteriormente se adicionaron 3,9 ml de la solucién metandlica
de DPPH, se agité por medio de un vortex y dejo reposar por 30 minutos manteniéndolos
lejos de la luz, pasados los 30 minutos se procedié a leer las muestras en un
espectrofotometro UV/vis a una longitud de onda de 517 nm. Los resultados se expresaron
como ICso (mg de muestra de café que causa el 50% de la reduccion de color de la solucion
de DPPH).
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6.4.3.4 Determinaciéon de furano

El contenido furano se realizé segun el método desarrollado por (Mariotti, Toledo, et al.,
2013), con algunas modificaciones. Se analizaron las muestras que presentaban menor
contenido de neo-contaminante (5-HMF), y que a su vez mantenian sus compuestos

bioactivos y capacidad antioxidante.

A. Extraccion de furano presente en café tostado.

Se realiz6 la extraccion de furano presente en el café mediante el tratamiento de 0,1g de
muestra a la cual se le afiadieron 5,5 ml de cloruro de sodio al 5 M (NaCl) obteniendo 7 viales
por muestra, a estos se les adiciond 10 pL de una solucion de estandar interno de furano d4
(3,5ug/mh)yo0,0,0,5,5, 10y 20 uL de una solucién de furano (1,5 ug/ml), para cuantificar
el contenido de furano mediante una curva de adicion estandar. Posteriormente cada vial se
llevd a un agitador por 30 segundos asegurando la homogenizacion para su posterior

inyeccion.

B. Condiciones del equipo GC-MS para la medicion de furano.

La determinacion de furano en el café se realizO por medio de cromatografia gaseosa-
acoplada a un espectrémetro de masas. Las condiciones cromatogréaficas se detallan en la
Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de GC-MS para la determinacion de furano.

Condiciones Headspace

Parametro Condicion
Temperatura / tiempo de incubacion 60°C /20 min
Temperatura de jeringa 70°C
Volumen de inyeccion 1mi
Condiciones GC-MS
Columna HP-PLOT/Q, 15m x 0.32 mm ID x 20 um
Flujo de columna 1.7 ml / min helio, 200°C
Rampa de temperatura del horno 50°C x 1 miny 10°C / min hasta 160°C
Temperatura de la fuente / cuadrupolo 230°C / 150°C
Volumen de inyeccion 1000 pl
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6.5 Anélisis sensorial

El analisis sensorial se realizd en dos etapas diferentes segin como la situacion sanitaria
del pais lo permitiera. En la primera etapa se realiz6 un test triangular para descartar el efecto
del almacenamiento del café preparado, la segunda parte consistié en realizar una prueba

con consumidores para la caracterizacion de las muestras.

6.5.1 Test triangular

Se evalué si existia algun efecto significativo en los componentes aroméaticos y temperatura,
entre un café que se prepard una hora antes de la evaluacion y que fue almacenado en un
termo para café, con un café que fue preparado de 15 a 20 minutos antes de la evaluacion,
esto con el fin de que en la prueba con consumidores el tiempo de almacenamiento no
influyera en la evaluacion. Los datos recopilados se analizaron por medio de docimasia de

hipotesis, aplicando una distribucion binomial.

6.5.1.1 Ejecucidn del test

La evaluacion sensorial se realizd6 en el Laboratorio de Evaluacion Sensorial del
Departamento de Ciencias de los Alimentos y Tecnhologia Quimica de la Universidad de
Chile, el cual esta disefiado de acuerdo con las especificaciones de la norma ISO 8586:2012.
Se utilizaron muestras de granos de café tostado proporcionados por el Centro
Surcolombiano de Investigacion en Café- CESURCAFE de la Universidad Surcolombiana de
Neiva-Huila, Colombia. Estos granos venian empacados al vacio para conservar sus

caracteristicas quimicas y sensoriales.

Los granos de café tostado se molieron el dia de la evaluacién con un molino de muelas
(KitchenAid®). Se utilizo agua filtrada con el objetivo de mantener el agua a pH neutro y asi
poder minimizar sabores no deseados que pudiesen afectar el sabor del café. La proporcion
de gramos de muestra de café por litro de agua se determiné de acuerdo con la ISO
6668:2008 la cual recomienda una proporcion de 5 a 9 g de café por 100 ml. En esta
investigacion se utilizaron 70 g de muestra de café para 1000 ml de agua lo que equivale a

7 g/ 100 ml, similar a la proporcion éptima de (SCAA, 2015) de 8.25 g/ 150 ml. Las muestras
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de café se prepararon mediante el método automatico de goteo por goteo con una cafetera
(Thomas TH-1381).

Se prepararon y evaluaron dos muestras, una de las muestras se prepar6 con una hora de
anticipacion a la evaluacion y se almacend en un termo para café y la otra muestra se preparé
con aproximadamente 15-20 minutos de anticipacion a la evaluacion. Las tazas que se
utilizaron para la evaluacién se etiquetaron con cddigos de tres digitos. En la Figura 5. se
observa la bandeja la cual contenia tres tazas codificadas con aproximadamente 60 ml de
muestra, de las cuales dos eran iguales y una distinta, siendo la tarea del juez sensorial
determinar la muestra distinta. Ademas, se proporciond una hoja de respuesta, lapiz,
borrador, servilleta y agua purificada para neutralizar. El panel estuvo constituido por
estudiantes y egresados de Ingenieria en Alimentos con el curso aprobado de Evaluacién

Sensorial de la Universidad de Chile, y con disponibilidad e interés en participar.

Figura 5. Bandeja para test triangular.

6.5.2 Prueba con consumidores

El objetivo de la prueba con consumidores fue obtener informacion sobre los atributos y la
percepcion de los consumidores sobre el café producido con variaciones en los parametros

térmicos (grado de tostado) y proceso de inoculacion.
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6.5.2.1 Seleccién y preparacion de las muestras

Se evaluaron tres muestras de café las cuales fueron previamente seleccionadas segun los
criterios mencionados en la Seccidon 6.4.3.4. Estos granos de café tostado se molieron el
dia de la evaluacién con un molino de muelas (KitchenAid®). Se utiliz6 agua purificada (Agua
Benedictino) como medio de neutralizacion entre muestras. Se utilizaron 70 g de muestra
de café para 1000 ml de agua lo que equivale a 7g / 100 ml. El café se prepar6 mediante el
método automéatico de goteo por goteo con una cafetera (Thomas TH-1381), manteniendo

asi los mismos parametros utilizados en el test triangular (Seccion 6.5.1.1).

6.5.2.2 Ejecucion de la prueba

La evaluacion sensorial se realizé al aire libre en un espacio techado en la Facultad Ciencias

Quimicas y Farmacéuticas.

Las tres muestras preparadas fueron almacenadas en termos para café codificados, se
verifico que la temperatura del café estuviera entre 60-70°C al momento de ser servido, con
el fin de que las muestras estuvieran a la misma temperatura. Estas muestras se
mantuvieron maximo por una hora en el termo para café, pasada la hora se descartaron y

prepararon nuevas muestras.

Se seleccionaron 35 consumidores hombres y mujeres, entre 20-50 afios, siendo estos
consumidores regulares de café puro y que tuvieran la disponibilidad e interés de participar
en la evaluacion sensorial. Previo a la evaluacion se le envio a cada consumidor el
cuestionario de la evaluacion a través de Google Forms, posteriormente se les presento las
muestras codificadas de manera monadica y aleatoria en una bandeja, evaluando el café
como habitualmente lo consume. Se proporciond azucar, edulcorante liquido y edulcorante
en tableta, pudiendo cada consumidor elegir el tipo de endulzante y cantidad adicionada,

pero debié endulzar todas las muestras de la misma manera. Se llevé un registro de ello.

Las tazas que se utilizaron para la evaluacion se etiquetaron con letras. En la Figura 6. se
observa una bandeja, en la cual se presentaba cada taza con aproximadamente 60 ml de

muestra, servilleta y agua para neutralizar (Agua Benedictino).
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Figura 6. Bandeja para prueba con consumidores.

6.5.2.3 Cuestionario para prueba con consumidores

El cuestionario consistié en las siguientes partes:

Filtro: Se les pregunté a los consumidores, si consume habitualmente alguna de las
siguientes bebidas (té en bolsa, chocolate caliente, café instantaneo, café en grano y
té a granel), como consume el café en grano habitualmente, con qué frecuencia

consume el café puro, tipo de edulcorante y cantidad que le adicioné a la taza de cafeé.

Preguntas de agrado: En una escala hedonica de 7 puntos (7= me agrada mucho
hasta 1= me desagrada mucho) se les pregunt6 sobre la apariencia, aroma, sabor y

agrado general de las muestras.

Preguntas de justo agrado (JAR): Se les pregunté en una escala de (-2 = mucho
menos intenso de lo que me gusta hasta +2 = mucho mas intenso de lo que me gusta)

sobre la intensidad de aroma, acidez, amargor y cuerpo de las muestras.

Preguntas abiertas: Debian indicar en forma espontanea las razones de por qué

habian seleccionado esa opcion de agrado en la escala heddnica.
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e CATA: Se presentaron los descriptores (palabras o frases) de manera aleatoria para
minimizar sesgos. Los descriptores utilizados en el cuestionario CATA, fueron
obtenidos utilizando listas de atributos y referencias que se han desarrollado en
estudios realizados por (Bolger et al., 2017; Chambers et al., 2016; Seninde &
Chambers, 2020) para determinar los descriptores mas importantes en la bebida de

café.

e Preferencia, se les pidi6 que ordenaran las muestras de café del que mas le gusté al

gue menos le gustd, como pregunta final.

En el Anexo 10.8 se encuentra el cuestionario completo.

6.5.2.4 Evaluacion estadistica

Los datos recopilados se analizaron de la siguiente manera:

Los datos de la escala hedodnica y justo agrado se analizaron por medio de ANOVA
Multifactorial y prueba de rango multiple Tukey a un nivel de confianza al 95% utilizando el
programa STATGRAPHICS Centurion XVLI. Los resultados de justo agrado y de las
preguntas abiertas fueron analizados por medio de comparacion de frecuencias por

distribucion normal.

Los datos del cuestionario CATA se analizaron por medio del andlisis de correspondencia
para datos no paramétricos (CA) por medio de la prueba Cochran’s Q, utilizando el programa

XLSTAT Version 2014.5.03 de la empresa Addinsoft.
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1 Caracterizacion quimica del café tostado molido

Las respuestas fueron analizadas de acuerdo con lo expuesto en el disefio experimental
(Seccién 6.1). Primero se determiné el contenido de 5-HMF, cafeina, acido clorogénico,
polifenoles totales y la capacidad antioxidante en las 36 muestras de café tostado molido.
Posteriormente se realizd la evaluacion sensorial de las 3 muestras que presentaron el
menor contenido de 5-HMF y que mantuvieron el contenido de compuestos bioactivos.

Finalmente, a estas 3 muestras se les determiné el contenido de furano.

7.1.1 Contenido de 5-hidroximetilfurfural, cafeinay acido clorogénico

Se encontro un efecto significativo (p<0,05) para los factores grado de tostado e inoculacion
(Tabla 4), pero no para la temperatura, o que indica que las diferentes temperaturas en el

proceso de tostado no influyen sobre la formacion del 5-HMF.

Tabla 4. Efecto del grado de tostado, inoculacion y temperatura sobre el contenido de 5-
HMF.

180°C 210°C
Grado de Tostado

Sin Inoculacion  Con Inoculacion  Sin Inoculaciobn  Con Inoculacion

Bajo 471% + 46 446" + 16 4173 + 120 415" + 64
Medio 316% + 8 164"+ 6 194% + 46 171% + 61
Oscuro 417 + 12 35"C+ 6 45%C + 7 45°C + 3

*Los valores se muestran como la media [mg kg] de doce experimentos replicados tres veces * sd (desviacién
estandar).

*Los diferentes superindices en mindscula entre columna indican diferencia significativa (p<0,05) en
inoculacién y los diferentes superindices en mayuscula entre filas indican diferencia significativa (p<0,05) en
los diferentes grados de tostado.
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Tabla 5. Efecto del grado de tostado, inoculacién y temperatura sobre el contenido de 5-

HMF, resultados del programa StatGraphics XVI.1I.

Factor Nivel [mgkg?®+SE Factor Nivel [mgkg?]+SE Factor Nivel [mgkg?’]+SE

Sin 2472 + 11 180°C 2462 + 11 Bajo 4372+ 14

A B
Con 213+ 11 210°C 2152+ 11 C Medio 211° + 14
Oscuro 41°+ 14

*La tabla muestra las medias [mg kg?] de 5-HMF para cada uno de los niveles de los factores = SE (error
estandar), estos son valores utilizados para realizar las gréaficas de 5-HMF.

*Los diferentes superindices en mindscula entre filas indican diferencia significativa (p<0,05) en los factores de
inoculacion y grado de tostado.

*Factor A: Inoculacion; B: Temperatura y C: Grado de tostado.

Se obtuvieron valores de 5-HMF en un rango de 415 mg kg* a 471 mg kg, 164 mg kg a
316 mg kg?t, 35mg kg! a 45 mg kg?! para grados de tostado bajo, medio y oscuro,
respectivamente, observandose que a medida se aumentaba el grado de tostado el
contenido de 5-HMF disminuia siguiendo la misma tendencia independientemente de la
temperatura de tostado (Figura 7). Estos valores estan dentro del rango de 5-HMF (24 mg
gta 2186 mg kg') previamente reportado por Arribas-Lorenzo & Morales, (2010) para tres
diferentes tipos de café molido comercial: natural (granos de café sometidos a un proceso
de tostado tradicional), torrefacto (se le adiciona sacarosa antes del proceso de tostado) y
blend (una mezcla entre el natural y el torrefacto). Asi mismo Akgun & Arici, (2019)
analizaron café molido turco con un grado de tostado medio reportando valores de 168,9 mg
kg? a 353,5 mg kg de 5-HMF. Estos resultados pueden atribuirse probablemente a la falta
de precursores en esa etapa del tostado (oscuro) (Macheiner et al., 2021) o por la formacion
del &cido 5-hidroximetil-2-furoico (HMFA) por medio de la oxidacion del grupo aldehido a un
grupo acido carboxilico (Murkovic & Bornik, 2007). Caso contrario a un grado de tostado bajo

donde existe una mayor disponibilidad de precursores.
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Figura 7. Efecto del factor grado de tostado sobre 5-HMF.

Por otro lado se observd que las muestras sometidas previamente a un tratamiento con
levadura, producia un 14% (431 mg kg, a 40 mg kg*) de mitigacién en el contenido de 5-
HMF (Figura 8), siendo mayor en un 34% en aquellas muestras sometidas a un grado de
tostado medio (Figura 9). Akillioglu & Gokmen, (2014), utilizaron levadura Saccharomyces
cerevisiae y diferentes concentraciones de sacarosa en el proceso de fermentacion de café
instantaneo, obteniendo reducciones de 5-HMF desde 61,2% (582 mg kg) hasta un 99,2%
(12 mg kg?) después de 24 horas de fermentacién. Estos autores obtuvieron mayores
porcentajes en comparacion a los encontrados en este estudio. Sin embargo, la metodologia
gue ellos utilizaron esta enfocada en la reduccién del neo-contaminante después del proceso
de tostado, asi mismo la matriz alimentaria era diferente (café instantaneo). El café
instantaneo presenta una mayor disponibilidad de azlcares en el medio respecto del tostado.
Esto probablemente favorecio la actividad de las levaduras, ya que estas utilizan el azlcar
como su fuente primaria de energia metabdlica (Akillioglu & Gokmen, 2014; Martinez et al.,
2017).
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Figura 8. Efecto del factor inoculacion sobre 5-HMF.
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Figura 9. Efecto de factores grado de tostado e inoculacién sobre 5-HMF-.

Para la cafeina que es uno de los compuestos bioactivos responsables del amargor y
astringencia del café, ninguno de los factores experimentales mostrd efecto significativo
(p>0,05) (Tabla 6), lo cual se atribuye que la cafeina es un compuesto termoestable (Pereira
et al., 2018; Farah, 2012).
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Tabla 6. Efecto del grado de tostado, inoculacion y temperatura sobre el contenido de

cafeina.

180°C 210°C

Grado de Tostado . — — - — —
Sin Inoculacion Con Inoculacién Sin Inoculaciobn Con Inoculacion

Bajo 82+0 92+ 0 92+0 92+1
Medio 92+0 92+ 0 922+0 92+1
Oscuro 92+ 0 92+0 92+1 92+1

*Los valores se muestran como la media [mg g!] de doce experimentos replicados tres veces + sd (desviacion
estandar).

*Los mismos superindices en mindscula entre columnas y filas indican que no hay diferencia significativa
(p>0,05) para los factores.

Tabla 7. Efecto del grado de tostado, inoculacion y temperatura sobre el contenido de

cafeina, resultados del programa StatGraphics XVI.1.

Factor Nivel [mgg?*+SE Factor Nivel [mgg?'+SE Factor Nivel [mgg?]+SE

Sin 98+ 0 180°C 92+ 0 Bajo 98+ 0
A B
Con 98+ 0 210°C 92+ 0 C Medio 98+ 0
Oscuro 98+ 0
*La tabla muestra las medias [mg g'] de cafeina para cada uno de los niveles de los factores + SE (error
estandar).

*Los mismos superindices en minlscula entre columnas vy filas indican que no hay diferencia significativa
(p>0,05) para los factores.
*Factor A: Inoculacion; B: Temperatura y C: Grado de tostado.

El contenido de cafeina obtenido oscilé en un rango de 8 mg g a 9 mg g%, similar a los
valores reportados por Pereira et al., (2018) 7,51 mgg*a 9,14 mg gty Pereiraetal., (2021)
3,84 mg g*a752mg g Estos autores, evaluaron el efecto del proceso de fermentacion
con levaduras sobre las caracteristicas quimicas y sensoriales del café tostado, obteniendo

incrementos significativos de cafeina entre los diferentes tratamientos de inoculacioén.
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En el caso del contenido de acido clorogénico, el grado de tostado y la temperatura
presentaron un efecto significativo (p<0,05) (Tabla 8).

Tabla 8. Efecto del grado de tostado, inoculacion y temperatura sobre el contenido de

acido clorogénico.

180°C 210°C

Grado de Tostado . — — - — —
Sin Inoculacion Con Inoculacién Sin Inoculaciobn Con Inoculacion

Bajo 1224+ 1 11 +1 10°A + 3 102 + 1
Medio 928 + 0 628+ 1 6°8 + 1 6P+ 1
Oscuro 22C + 12¢+ 0 2°C + Q0 2C + Q0

*Los valores se muestran como la media [mg g!] de doce experimentos replicados tres veces + sd (desviacion
estandar).

*Los diferentes superindices en mindscula entre columna indican diferencia significativa (p<0,05) en
temperatura y los diferentes superindices en mayuscula entre filas indican diferencia significativa (p<0,05) en
los diferentes grados de tostado.

Tabla 9. Efecto del grado de tostado, inoculacion y temperatura sobre el contenido de

acido clorogénico, resultados del programa StatGraphics XVL.I.

Factor Nivel [mgg?*]+SE Factor Nivel [mgg?']+SE Factor Nivel [mgg*]+SE

Sin 72+ 0 180°C 72+0 Bajo 112+0

A B
Con 62+0 210°C 6°+0 C Medio 7°+0
Oscuro 2°+0

*La tabla muestra las medias [mg g*] de &cido clorogénico para cada uno de los niveles de los factores + SE
(error estandar), estos son valores utilizados para realizar las graficas de acido clorogénico.

* Los diferentes superindices en minuscula entre filas indican diferencia significativa (p<0,05) en los factores
de temperatura y grado de tostado.

*Factor A: Inoculacion; B: Temperatura y C: Grado de tostado.

Para muestras sometidas a una temperatura de 180°C se obtuvieron valores de acido
clorogénicoenunrangode 11 mggtal2mggt, 6mggta9mgglylmggta2mgg?
para grados de tostado bajo, medio y oscuro, respectivamente. Para muestras sometidas a

una temperatura de 210°C se obtuvieron valores de 10 mg g%, 6 mg g'y 2 mg g para
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grados de tostado bajo, medio y oscuro, respectivamente; observandose que a medida que
aumenta el grado de tostado y la temperatura el contenido &cido clorogénicos disminuye
(Figura 10 / Figura 11). El acido clorogénico es térmicamente inestable, luego al ser
sometido al proceso de tostado puede degradarse en forma de acido quinico libre y otros
compuestos fendlicos de bajo peso molecular (Farah, 2012; Vignoli et al., 2014). Asi mismo
una parte del acido clorogénico puede unirse a las melanoidinas en la reaccién de Maillard

al inicio del proceso del tostado (Marin & Puerta, 2008; Vignoli et al., 2014).

Los valores obtenidos son similares a los reportados previamente (12,26 mg g* a 16,95 mg
g?) en un estudio realizado con diferentes cepas de levaduras (Saccharomyces cerevisiae,
Candida parapsilosis y Torulaspora delbrueckii), a 190°C y grado de tostado medio sobre
las caracteristicas quimicas y sensoriales del café (Pereira et al., 2018). Asi mismo se
corrobora con los resultados reportados por Rodriguez et al., (2019) de 9,7 mg g* y 8,7 mg
g quienes analizaron la composicién quimica de granos de café de Colombia a grados de
tostado medio y oscuro, observando que a media el grado de tostado aumenta el contenido

de acido clorogénico disminuye.
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*Las barras de error muestran el error estandar.

Figura 10. Efecto del factor grado de tostado sobre el acido clorogénico.
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Figura 11. Efecto de la temperatura sobre el acido clorogénico.

La adicion de Candida krusei tiene un efecto significativo en la mitigacién de 5-HMF, aunque
no sobre el contenido acido clorogénico y cafeina, permitiendo cumplir con el objetivo de
este estudio. Mediante la aplicacion conjunta de esta levadura y la variacion de los
parametros térmicos (temperatura y grado de tostado) fue factible, reducir los niveles de los
neo-contaminantes y conservar o aumentar el contenido de compuestos bioactivos del café

tostado.

7.1.2 Polifenoles totales

Para el contenido de polifenoles totales se encontré diferencia significativa (p<0,05) para el
factor grado de tostado (bajo-medio) y (bajo-oscuro). (Tabla 10). Esto es congruente con el
comportamiento observado para el acido clorogénico y capacidad antioxidante; ya que
dentro de los compuestos fendlicos se encuentra el acido clorogénico el cual presenta una

gran capacidad antioxidante.
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Tabla 10. Efecto del grado de tostado, inoculacion y temperatura sobre el contenido de

polifenoles totales.

180°C 210°C

Grado de Tostado . — — - — —
Sin Inoculacion Con Inoculacién Sin Inoculaciobn Con Inoculacion

Bajo 252+ 8 252+ 4 273+ 8 302+5
Medio 200 +1 21 + 2 240 + 2 21b+ 2
Oscuro 18°+3 19°+0 21P +1 200+ 2

*Los valores se muestran como la media [mg EAC g] de doce experimentos replicados tres veces + sd
(desviacion estandar).

*Los diferentes superindices en mindscula entre filas indican diferencia significativa (p<0,05) en los grados de
tostado.

Tabla 11 .Efecto del grado de tostado, inoculacion y temperatura sobre el contenido de

polifenoles totales, resultados del programa StatGraphics XVL.I.

Factor Nivel [mgEACQg?]+SE Factor Nivel [mgEACQg?'+SE Factor Nivel [mg EAC g1 + SE

Sin 222+ 1 180°C 212 +1 Bajo 272+ 1

A B
Con 232+ 1 210°C 243+ 1 C Medio 21°+1
Oscuro 20°+1

*La tabla muestra las medias [mg EAC g'] de polifenoles totales para cada uno de los niveles de los factores
+ SE (error estandar), estos son valores utilizados para realizar las graficas de polifenoles totales.

*Los diferentes superindices en mindscula entre filas indican diferencia significativa (p<0,05) en el factor grado
de tostado.

*Factor A: Inoculacion; B: Temperatura y C: Grado de tostado.

Se obtuvieron valores en un rango de 25 mg EAC g*a 30 mg EAC g1, 20 mg EAC g'a 24
mg EAC g'y 18 mg EAC g a 21 mg EAC g para grados de tostado bajo, medio y oscuro,
respectivamente, observandose que a medida se aumentaba el grado de tostado el
contenido de polifenoles totales disminuia (Figura 12). Estos valores son similares a los
reportados por Contreras-Calderoén et al., (2016) quien estudio la relacién entre el contenido
de polifenoles totales y los grados de tostado, reportando valores de 33,5 a 38,6 mg EAC g-

ly12,5a49,1 mg EAC g'para grados de tostado bajo y medio, respectivamente. Asi mismo,
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Bobkova et al., (2020) y Helimovi¢ et al., (2011), también evaluaron el contenido de
polifenoles totales con respecto a los diferentes grados de tostado, observando que a medida
aumentaba el grado de tostado el contenido de compuestos fendlicos disminuia, debido
probablemente a su termolabilidad. Esta disminucion también se atribuye a la polimerizacion,
y autooxidacién durante el tostado lo que conduce una disminucion en los polifenoles
(Cheong et al., 2013).
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*Las barras de error muestran el error estandar.

Figura 12. Efecto del factor grado de tostado sobre el contenido de polifenoles totales.

7.1.3 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante del café tostado fue afectada significativamente (p<0,05) por el
grado de tostado (bajo-medio) y por la interaccion entre el grado de tostado y la inoculacion
(Tabla 12).
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Tabla 12. Efecto del grado de tostado, inoculacion y temperatura sobre el contenido de
capacidad antioxidante.

180°C 210°C

Grado de Tostado . — — - — —
Sin Inoculacién Con Inoculacién Sin Inoculaciobn Con Inoculacion

Bajo 5A + 1 524 + 0 437 + 1 427 + 1
Medio 6°6+0 5PA 4+ 1 58+ 1 5P+ 1
Oscuro 5eAC+ 1 6%8 + 1 420AC + 1 6%8 + 1

*Los valores se muestran como la media [g de café L] de doce experimentos replicados tres veces + sd
(desviacion estandar).

*Los diferentes superindices en minuscula entre filas indican diferencia significativa (p<0,05) en grado de
tostado y los diferentes superindices en mayulscula entre filas y columnas indican diferencia significativa
(p<0,05) en la interaccidn entre el grado de tostado y la inoculacion.

Tabla 13. Efecto del grado de tostado, inoculacion y temperatura sobre el contenido de

capacidad antioxidante, resultados del programa StatGraphics XVI.1.

Factor Nivel

[g de café L™ [g de café L™

Factor Nivel Factor Nivel

[g de café L]

+ SE + SE + SE
A Sin 52+ 0 B 180°C 52+0 Bajo 52+ 0
Con 52+ 0 210°C 52+0 C Medio 6°+0
Oscuro 5% + 0
Interaccion
Factor Nivel [g de café L™

Con-Bajo 52+ 0

Con-Medio 52+ 0

Con-Oscuro 6°+0

A:C

Sin-Bajo 52+ 0

Sin-Medio 6°+ 0

Sin-Oscuro 43¢ + 0

*La tabla muestra las medias [g de café L] de capacidad antioxidante para cada uno de los niveles de los
factores + SE (error estandar), estos son valores utilizados para realizar las graficas de capacidad antioxidante.
* Los diferentes superindices en minuscula entre filas indican diferencia significativa (p<0,05) en grado de
tostado e interaccion entre el grado de tostado y la inoculacion.

*Factor A: Inoculacion; B: Temperatura y C: Grado de tostado.
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En cuanto al grado de tostado se obtuvieron valores de capacidad antioxidante (ICsp)en un
rangode 4 gde café L'a5gdecafé L1,5gdecafé L*a6 gdecafé Lly4 gdecaféL'a
6 g de café L para grados de tostado bajo, medio y oscuro, respectivamente. Cabe destacar
gue en este estudio se encontrd6 una diferencia significativa entre las capacidades
antioxidantes de los cafés con grado de tostado bajo-medio y bajo-oscuro (Figura 13). A
medida que el grado de tostado aumentd, la capacidad antioxidante disminuy6
significativamente. Este comportamiento es el mismo observado para el acido clorogénico.
Las muestras de café tostado con mayor capacidad antioxidante fueron las que presentaron
mayor contenido de acido clorogénico. La principal propiedad de este y otros polifenoles es
su capacidad antioxidante, luego un bajo tostado permitiria conservar esta propiedad ya que
la degradacion de los polifenoles es menor (Cheong et al., 2013).
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*Las barras de error muestran el error estandar.

Figura 13. Efecto del factor grado de tostado sobre la capacidad antioxidante.

Para muestras tratamiento control se obtuvieron valores de capacidad antioxidante (ICso) 4
gdecafé LTa5gdecafé L, 5gdecafé Lta6gdecafé Lty4gdecaféL!absgde café
L! para grados de tostado bajo, medio y oscuro, respectivamente y para muestras con
tratamiento de levadura se obtuvieron valores de a5 g de café L't, 5 g de café L'y 6 g de
café L para grados de tostado bajo, medio y oscuro, respectivamente. A un tostado mas
oscuro sin inoculacién las muestras presentaron una mayor capacidad antioxidante (Figura

14) Esto puede atribuirse a que en el café tostado oscuro ocurriria una la degradacién del
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acido clorogénico y la formacion de productos de la reaccién de Maillard (melanoidinas), los

cuales tienen una gran capacidad antioxidante (Mehaya & Mohammad, 2020).
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*Las barras de error muestran el error estandar.

Figura 14. Efecto de la interaccidon grado de tostado e inoculacion sobre la capacidad
antioxidante.

La relacidon entre el tratamiento sin o con inoculacion y la capacidad antioxidante puede
explicarse considerando que la formacién de las melanoidinas en la reaccion de Maillard es
a partir de los azucares. A un grado de tostado oscuro sin inoculacion hay una mayor
capacidad antioxidante, ya que hay una mayor disponibilidad de azlcares para la formacion

de melanoidinas de alto peso molecular.

Cabe mencionar, que respecto del grado de tostado sobre la capacidad antioxidante, no hay
resultados concluyentes, lo cual es atribuible a factores experimentales tales como una falta
de estandarizacion del grado de tueste-temperatura, variedades de café y métodos de

extraccion (Del Pino-Garcia et al., 2012).
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7.1.4 Contenido de furano

Se encontré un efecto significativo (p<0,05) en el grado de tostado sobre el contenido de
furano (Figura 15) para las muestras evaluadas, las cuales estaban sometidas a parametros
de proceso de: temperatura (210°C), grado de tostado (medio y oscuro) e inoculacién (con

y sin).

Tabla 14. Efecto del grado de tostado e inoculacién sobre el contenido de furano.

210°C
Grado de Tostado - — —
Sin Inoculacién Con Inoculacion
Medio 65072 + 555 50192 + 170
Oscuro N.D 7915° + 1041

*Los valores se muestran como la media [ng g'] de tres experimentos replicados dos veces + error estandar.
*Los diferentes superindices en mindscula entre filas indican que hay diferencia significativa (p<0,05) para el
factor grado de tostado.

*N.D (No Determinado)

Tabla 15. Efecto del grado de tostado e inoculacion sobre el contenido de furano,

resultados del programa StatGraphics XVI.1.

Factor Nivel [ng g] + SE Factor  Nivel [ng g] + SE
Sin 75442 + 528 Medio 55572 + 305

A C
Con 64672 + 305 Oscuro 8454° + 528

*La tabla muestra las medias [ng g?] de furano para cada uno de los niveles de los factores + SE (error
estandar), estos son valores utilizados para realiza la grafica de furano.

*Los diferentes superindices en minudscula entre filas indican que hay diferencia significativa (p<0,05) para el
factor grado de tostado.

*Factor A: Inoculacion y C: Grado de tostado.

El contenido de furano encontrado oscilé entre 5019 ng g* a 6507 ng g* para un grado de
tostado medio (L*=23,5) y 7915 ng g%, para grado de tostado oscuro (L*=19), observandose
gue a un mayor grado de tostado el contenido de furano incrementa. Este resultado es
congruente con un estudio previo en el cuales se encontré un mayor contenido de furano en
un grado de tostado oscuro (L*=20) (3262 ug kg™ - 4345 ug kg?) con respecto a un grado
de tostado medio (L*=37) (3226 ug kg — 3631 ug kg?) Pavesi Arisseto (2011). Asi mismo
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(Altaki et al., 2011) evaluaron las condiciones de tostado y procedimientos de elaboracion
sobre el contenido de furano en bebidas de café reportando valores de 22 ng ml2, 53 ng ml-
1y 138 ng mlt para coordenadas CIE L*a*b* de (L*=47,4), (L*=39,98) y (L*=23.16),
respectivamente, concluyendo que para un grado de tostado oscuro habia un mayor
contenido de furano (Altaki et al., 2011; Park et al., 2021; 2011),

Si bien la inoculacién con levadura no produjo un efecto significativo en el contenido de
furano de café tostado (p>0,05), esta tecnologia logré mitigar en un 14% el contenido del
neo-contaminante.
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*Las barras de error muestran el error estandar.

Figura 15. Efecto del factor grado de tostado sobre el furano.

7.2 Proyecciones futuras en la investigacion

Como otra alternativa de evaluacion estadistica, se considero analizar los datos obtenidos
por medio de un disefio Factorial Multinivel, con el objetivo de ver el efecto de los factores,
sus interacciones y ajuste del modelo experimental. Obteniendo como resultados que a
medida se iban excluyendo factores o interacciones que no eran significativas, con el fin de
ajustar el modelo experimental, algunos factores que por ANOVA Multifactorial no eran
significativos ahora si lo eran como; el factor de temperatura sobre el contenido de 5-HMF,
factor inoculacién sobre el contenido de cafeina y factor temperatura sobre el contenido de
polifenoles totales (Anexo 10.5). Siendo esto Gtil para hacer ajustes en las variaciones de
parametros térmicos (temperatura y grado de tostado) y fermentacion de levaduras como
tecnologia de mitigaciébn de neo-contaminantes para futuros trabajos con granos de café

tostado.
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7.3 Anélisis sensorial

7.3.1 Test triangular

El test triangular se realiz6 con 10 alumnos y egresados de la carrera de Ingenieria en
Alimentos de la Universidad de Chile con curso de Evaluacion Sensorial aprobado; cada uno
de ellos evaluaron 1 trio en una sola sesién, obteniendo como resultado 3 aciertos en 10
trios. Es decir, sélo 3 de las 10 personas acertaron en identificar correctamente la muestra

distinta en el trio.

Segun la tabla de minimos juicios correctos, esto indica que no hay diferencia significativa
(p 2 0,05) entre un café que se prepard con una hora de anticipacién y un café que se preparé

con 15-20 minutos antes de la evaluacion.

7.3.2 Test con consumidores

Las muestras evaluadas sensorialmente, fueron las muestras que cumplieron con los
criterios mencionados en la Secciéon 6.4.3.4., considerando que estas muestras
seleccionadas se procesaron bajo la misma temperatura (210°C), para esta parte sensorial
se nombraran como: TL-M, TC-M y TL-O, considerando diferencias en el tratamiento (con y

sin levadura) y grado de tostado (medio y oscuro).

En el estudio participaron 16 mujeres, 18 hombres y 1 “sin declaracion de género”, 29 de los
consumidores estaban en un rango de edad entre 18-30, 5 entre los 31-40 afios y 1 entre
los 41-50 afios. Todos cumplieron con el requisito basico de ser consumidores de café puro
en grano al menos 1 vez por semana. Cada consumidor prepar6 su taza de café como
habitualmente lo consume, 17 de ellos no lo endulzaron, 9 los endulzaron con edulcorante

liquido y otros 9 con azucar.

7.3.2.1 Agrado

En la Tabla 16 se presentan los resultados del analisis de ANOVA multifactorial de la

evaluacion de agrado y justo agrado de las tres muestras de café.
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Tabla 16. Resumen de los resultados de ANOVA Multifactorial de 2 vias de la evaluaciéon

de agrado y justo agrado en muestras de café.

) _ Muestra | Muestra | Muestra | Valor-P
Tipo de Escala Atributos
TL-M TC-M TL-O Muestras
Apariencia 5,5 5,8 5,8 0,4427
Hedonica
! Aroma 5,3 5,3 5,2 0,9536
(7= me gusta mucho a 1= me
Sabor 4,5 4,5 4,9 0,3629
desagrada mucho)
Agrado General 4,2 4,3 51 0,0820
Justo Agrado Intensidad de 0,7 -0,5 0,4 0,0925
Aroma
(-2= mucho menos intenso de lo Acidez 0,6 0,8 0,3 0,0630
gue me gusta a +2= mucho mas Amargor -0,22 o’zab o’4b 0,0069
intenso de lo que me gusta) Cuerpo 20,52 20,19 0,0P 0,0214

*Valor-P en rojo, significa diferencia significativa (p < 0,05), los superindices muestran diferencia
significativa entre muestras.

En las muestras se encontré diferencia significativa (p < 0,05) para los atributos de amargor
y cuerpo, por medio de la prueba de multiples rangos de Tukey se identificd que la diferencia
se encontraba entre las muestras TL-M y TL-O, donde la muestra TL-O presentaba un mayor
amargor y cuerpo (Anexo 10.10), lo cual es evidente ya que son muestras con diferentes
grados de tostado. Estudios como los de Bemfeito et al., (2021), Frost et al., (2019) y
Giacalone et al., (2019) muestran que el atributo de amargor esta asociado a bebidas de
café con un grado de tostado oscuro, por lo que la muestra TL-O es la muestra a la cual se
le atribuye un mayor amargor, asi mismo estos cafés con grado de tostado oscuro al
presentar un mayor amargor también presentan un mayor cuerpo o textura. En cuanto a la
adicion de la levadura se han realizado algunos estudios como el de Ribeiro et al., (2017),
gue evaluaron las caracteristicas sensoriales de dos variedades de café producidos con tres
distintos cultivos de levaduras (Saccharomyces cerevisiae CCMA 0543 y CCMA 0200 y
Torulaspora delbrueckii CCMA 0684) encontrando que una de las variedades de café
presentd mejores caracteristicas sensoriales después de la inoculacién, asi mismo la
inoculacién con Saccharomyces cerevisiae CCMA 0543 producia café con atributos de
mayor calidad, ya que recibieron mayor puntuacién en todos los atributos segun la escala de
calidad del protocolo SCAA, (2015).
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Entre consumidores se encontré diferencia significativa (p < 0,05) en los atributos de
apariencia, intensidad de aroma y cuerpo, esta dispersion puede estar influida por factores

extrinsecos como: la preferencia de los consumidores y la edad.

7.3.2.2 Justo Agrado (JAR)

Esta seccion es un andlisis complementario al resumen de resultados presentados en la
Tabla 16. De los 4 atributos analizados en escala de justo agrado, se muestran los resultados
para acidez, amargor y cuerpo. No se incluye, la intensidad de aroma que no presentd
diferencias significativas entre muestras (Anexo 10.11), una explicacion a esto podria ser
gue la evaluacién sensorial se realizé al aire libre por lo que los consumidores no lograron

percibir correctamente el atributo de aroma.

Enla Figura 16. Se observa que en el atributo acidez, la muestra TL-O presenta mayor justo
agrado que las dos muestras TL-M y TC-M, sin embargo, todas las muestras evaluadas
fueron consideradas con una acidez mayor a la que les gusta a los consumidores. Esto
puede deberse al grado de tostado, ya que estudios como de Cordoba et al., (2021)
encontraron que para un grado de tostado bajo la bebida de café se asociaba a una
intensidad mayor de acidez en comparacion a la bebida de café preparada con un grado de

tostado oscuro.

En el amargor, se observa que principalmente la muestra TL-O es mas amarga de lo que les
gusta a los consumidores, la muestra TL-M es intermedia y la muestra TC-M es menos
amarga de lo que les gusta, es posible que la muestra TL-O sea mas amarga debido al grado
de tostado ya que a un grado mas oscuro el 4cido clorogénico se degrada en acido cafeico
y acido quinico que son compuestos que contribuyen al amargor del café. Asi mismo los
métodos de preparacion también influyen en lo que es la extraccién de compuestos que son
responsables del sabor amargo del café. Cordoba et al., (2020) demostraron que para un
café preparado por el método expresso habia una mayor extraccion de cafeina y acido

clorogénico, que son los son responsables del amargor del café.

En cuerpo, la muestra con mayor justo agrado es la TL-O, las muestras TL-M y TC-M
presentan menos cuerpo de los que les gusta, especialmente la muestra TL-M. Es posible
gue esta tendencia esté relacionada al amargor ya que estos atributos se relacionan entre

ellos.
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Figura 16. Grafico de justo agrado.

7.3.2.3 Preguntas abiertas

Luego de evaluar el agrado general, se le solicité a cada consumidor que indicara lo mas
detalladamente posible las razones por las que habia seleccionado esa opcién de agrado
dentro de la escala para cada una de las muestras. La Tabla 17. Detalla que un 37% de los
consumidores encontraron a la muestra TC-M como “Mayor acidez/mas acido/muy acido”,
seguidamente por la muestra TL-M con un 31%, con diferencias significativas con respecto
a la muestra TL-O. Asi mismo, se encontré diferencia significativa para amargor entre TL-O
(23%) y TC-M (6%). Dentro de los demas atributos no se encontré diferencia significativa,

siendo las tres muestras descritas como con sabor agradable/equilibrado/buen sabor.
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Tabla 17. Resultados de las razones de agrado (pregunta abierta).

ATRIBUTOS TL-M (%) | TC-M (%) | TL-O (%)

SABOR
Mayor acidez/méas acido/muy acido 312 372 3b
Sabor agradable/sabor equilibrado/buen sabor 23 17 26
Menos amargo/poco amargo 14 17 9
Acidez equilibrada/buena acidez 11 9 9
Muy amargo/mas amargo gab 62 23P
Amargor agradable/amargor equilibrado/buen 6 12 11
amargor

TEXTURA

Cuerpo agradable/ cuerpo equilibrado/buen cuerpo 14 11 6
Menos cuerpo/cuerpo muy bajo/menor cuerpo/poco 11 14 11
cuerpo/ cuerpo medio bajo
Diluido 3 3 11

AROMA
Aroma no caracteristico 17 6 17

*N= 35 consumidores
*Se consideraron aquellas respuestas que presentaban un % mayor al 10%.

*Los superindices em mindscula muestran diferencia significativa entre muestras.

7.3.2.4 Check All That Apply (CATA)

La Tabla 18. Presenta los resultados del método de CATA por medio dela Prueba Cochran’s
Q, en el cual se encontr¢ diferencia significativa (p < 0,05) para 4 de las 14 caracteristicas
referentes a los atributos, siendo estas caracteristicas: aroma a tostado, sabor a tostado,
gusto amargo y gusto acido; manteniéndose la misma tendencia descrita anteriormente con
respecto al amargor, donde las diferencias encontradas son entre las muestras con un grado
de tostado medio y un grado de tostado oscuro, evidenciando que el grado de tostado influye

mucho sobre el desarrollo de aromas y sabores del café.
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Tabla 18. Resultados de Prueba Cochran’s Q.

Atributos TL-M TC-M TL-O | Valores-P
Aroma a tostado 0,286% | 0,457% | 0,600° 0,0191
Aroma a canela 0,057 0,000 0,029 0,3679
Sabor a tostado 0,286% | 0,457% | 0,600° 0,0106
Aroma a frutos secos 0,086 0,086 0,057 0,7165
Aroma a frutas 0,114 0,257 0,086 0,0755
Sabor a frutos secos 0,086 0,057 0,029 0,4724
Sabor a frutas 0,114 0,143 0,000 0,0498
Aroma a no fresco/ afiejo 0,000 0,029 0,057 0,3679
Gusto amargo 0,371% | 0,514% | 0,686 0,0263
Gusto acido 0,571%® | 0,743 | 0,3432 0,0027
Sabor a no fresco/afiejo 0,143 0,086 0,029 0,2231
Sensacion a grasa en laboca 0,086 0,086 0,086 1,0000
Lo tomaria diariamente 0,171 0,200 0,257 0,6625
Se lo recomendaria a mi familia o amigos. 0,171 0,257 0,343 0,2592
No lo tomaria 0,286 0,257 0,114 0,1787

*Valor-P en rojo, significa diferencia significativa (p < 0,05)
*TL-M (Tratamiento con levadura y grado de tostado medio)
*TC-M (Tratamiento sin levadura y grado de tostado medio)
*TL-O (Tratamiento con levadura y grado de tostado oscuro)

La Figura 17, muestra el analisis de correspondencia para los datos CATA donde el eje
horizontal es mas importante ya que presenta un (81,90%) de la variabilidad de los datos,
asi mismo se puede observar que este eje separa la muestra TL-O de las muestras TL-M y
TC-M, siendo los atributos en rojo (gusto amargo, gusto acido, aroma a tostado y sabor a
tostado) los que presentan diferencia significativa. Las muestras TL-M y TC-M se
caracterizan por tener un gusto acido por lo que un tratamiento con inoculaciéon no influye
sobre este atributo en el producto final, pero si el grado de tostado ya que la muestra TL-O
gue presenta un grado de tostado oscuro, no fue caracterizada por tener un gusto acido.
Caso contrario con los atributos aroma a tostado, sabor a tostado y gusto amargo que si son
atribuidos a la muestra TL-O que presenta un grado de tostado oscuro, es posible que esta
distribucion de los atributos se deba al consumo de café que se da en Chile, ya que las

personas prefieren un café con un grado de tostado mas oscuro.
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Figura 17. Andlisis de correspondencia de datos CATA.

7.3.2.5 Preferencia

Se les pidi6 a los consumidores como ultima pregunta del cuestionario que ordenaran las

muestras de café de la que “mas le gustd” a la que “menos le gusté”. Como se muestra en

la Tabla 19. No se encontro diferencia significativa entre las muestras.

Tabla 19. Resultados de preferencia.

Muestra TL-M

Muestra TC-M

Muestra TL-O

Sumatoria de Orden

es* 72

73

65

*No hay diferencias significativas (p<0,05) entre muestras por test de Friedman.
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8. CONCLUSIONES

La variacion del grado de tostado (medio) y la aplicacién de levaduras (Candida krusei)
durante la etapa de fermentacion mitigd un 34% el contenido de 5-HMF. EIl analisis del
contenido de furano de las muestras de café tostadas a 210°C, en grado medio y oscuro,
con y sin inoculaciéon permitié concluir que, en términos de mitigacion, solo el grado de
tostado era significativo. No obstante, las muestras inoculadas presentaron una mitigacion

del 14% en su contenido de furano.

A medida el grado de tostado y temperatura aumentan, el contenido de acido clorogénico
disminuye un 82% y 14%, respectivamente.

Sin embargo, el contenido de polifenoles totales disminuy6 en un 26% solamente para un
incremento del grado de tostado oscuro. Por otro lado, se obtuvo una mayor capacidad
antioxidante en un grado de tostado oscuro sin inoculacion. Asi mismo, el contenido de
cafeina no fue afectado significativamente por la temperatura ni por el grado de tostado

debido a su termoestabilidad.

En cuanto al efecto de esta tecnologia de mitigacion sobre las caracteristicas sensoriales del
café, se pudo observar que el efecto de la adicion de un proceso de fermentacion de granos
con levadura no afect6 significativamente los atributos sensoriales de las muestras, pero si
se vieron afectados por una variacion en el grado de tostado, y eso se debe a que durante
el proceso de tostado se desarrollan los compuestos aromaticos caracteristicos del café. A
pesar de las diferencias significativas de atributos entre muestras con diferente grado de
tostado no hubo una diferencia significativa en preferencia por parte de los consumidores

sobre alguna de las muestras.

En base a lo discutido anteriormente, un procesamiento de granos de café, bajo parametros
de grado de tostado medio- temperatura 210°C y la aplicacion conjunta de microorganismos
Candida krusei durante la etapa de fermentacion, es una tecnologia viable para la mitigacion
de 5-HMF y furano sin afectar negativamente los compuestos bioactivos y caracteristicas

sensoriales en el café tostado.
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10. ANEXOS

10.1. Disefio experimental.

No. de Inoculacién de Temperatura Grado de Cddigo de la
Corrida M.O (°C) Tostado Muestra
1 Con 210 Medio TL1-210M
2 Sin 180 Oscuro TC1-1800
3 Con 180 Bajo TL1-180B
4 Con 180 Medio TL1-180M
5 Con 210 Oscuro TL1-2100
6 Sin 210 Medio TC1-210M
7 Con 180 Oscuro TL1-1800
8 Sin 180 Medio TC1-180M
9 Con 210 Bajo TL1-210B
10 Sin 180 Bajo TC1-180B
11 Sin 210 Bajo TC1-210B
12 Sin 210 Oscuro TC1-2100
13 Con 210 Medio TL2-210M
14 Sin 180 Oscuro TC2-1800
15 Con 180 Bajo TL2-180B
16 Con 180 Medio TL2-180M
17 Con 210 Oscuro TL2-2100
18 Sin 210 Medio TC2-210M
19 Con 180 Oscuro TL2-1800
20 Sin 180 Medio TC2-180M
21 Con 210 Bajo TL2-210B
22 Sin 180 Bajo TC2-180B
23 Sin 210 Bajo TC2-210B
24 Sin 210 Oscuro TC2-2100
25 Con 210 Medio TL3-210M
26 Sin 180 Oscuro TC3-1800
27 Con 180 Bajo TL3-180B
28 Con 180 Medio TL3-180M
29 Con 210 Oscuro TL3-2100
30 Sin 210 Medio TC3-210M
31 Con 180 Oscuro TL3-1800
32 Sin 180 Medio TC3-180M
33 Con 210 Bajo TL3-210B
34 Sin 180 Bajo TC3-180B
35 Sin 210 Bajo TC3-210B
36 Sin 210 Oscuro TC3-2100
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10.2. Andlisis de varianza para 5-HMF, cafeina y &cido clorogénico.

5-HMF Cafeina Acido Clorogénico

Factor Razén-F P-value Razon-F P-value Razon-F P-value
A 4.82 0.0381 3.73 0.0653 3.43 0.0763
B 3.82 0.0623 0.84 0.3672 5.21 0.0316
C 210.36 0.0000 1.33 0.2845 213.28 0.0000
A:B 2.78 0.1083 0.53 0.4755 3.13 0.0896
A:C 2.84 0.0783 0.49 0.6182 0.84 0.4431
B:C 1.49 0.2455 0.45 0.6442 1.61 0.2209
A:B:C 1.47 0.2500 0.52 0.6035 0.75 0.4825

*A=Inoculacion, B=Temperatura C=Grado de tostado.

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual.

5-HMF Cafeina Acido Clorogénico

Factor Nivel Media Eslfgr?c:ar Media Eslfgr?drar Media EsEgrr?(jrar
Sin 247,36 11,17 8,65 0,10 6,74 0,26
A Con 212,67 11,17 8,94 0,10 6,07 0,26
180°C 245,47 11,17 8,72 0,10 6,82 0,26
° 210°C 214,56 11,17 8,87 0,10 5,99 0,26
Bajo 437,18 13,69 8,63 0,13 10,78 0,32
C Medio 211,48 13,69 8,84 0,13 6,88 0,32
Oscuro 41,39 13,69 8,92 0,13 1,56 0,32
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10.3. Andlisis de varianza para polifenoles totales y capacidad antioxidante.

Polifenoles Totales Capacidad Antioxidante

Factor Razon-F P-value Razon-F P-value
A 0.01 0.9174 2.09 0.1613

B 3.86 0.0613 2.42 0.1329

C 9.83 0.0008 5.56 0.0104
A:B 0.25 0.6251 2.82 0.1060
A:C 0.16 0.8536 10.05 0.0007
B:C 0.26 0.7769 0.08 0.9226
A:B:C 0.52 0.6020 0.64 0.5361

*A=Inoculacion, B=Temperatura C=Grado de tostado.

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual.

Polifenoles Totales Capacidad Antioxidante

Factor Nivel Media Error Estandar Media  Error Estandar
A Sin 22,39 0,95 4,91 0,17
Con 22,53 0,95 5,26 0,17
B 180°C 21,14 0,95 5,27 0,17
210°C 23,78 0,95 4,89 0,17
Bajo 26,55 1,16 4,54 0,21
C Medio 21,29 1,16 551 0,21
Oscuro 19,54 1,16 5,19 0,21
Con-Bajo N.D N.D 4,50 0,30
Con-Medio N.D N.D 5,16 0,30
A Con-Oscuro N.D N.D 6,12 0,30
Sin-Bajo N.D N.D 4,59 0,30
Sin-Medio N.D N.D 5,87 0,30

Sin-Oscuro N.D N.D 4,27 0,30




10.4. Andlisis de varianza para furano.

Furano
Factor Razon-F P-value
A 3.13 0.1751
B 22.61 0.0177

*A=Inoculacién, B=Grado de tostado.

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual.

Furano
Factor Nivel Media Error Estandar
Sin 7544,18 527,52
A Con 6466,97 304,57
Medio 5557,39 304,57
Oscuro 8453,76 527,52

10.5. Analisis disefio factorial multinivel

Diagrama de Pareto Estandarizada para 5-HMF
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10.6. Hoja de respuesta para test triangular.

Set

Fecha:

Trio:

METODOS PARA EVALUAR DIFERENCIAS
TEST TRIANGULAR

Nombre -

Cor

En cada frip, dos de las muestras son iguales y una diferente. Por favor indique
encerrandola en un circulo cual es la muestra diferente.

v+



10.7. Resultados de aciertos por jueces en test triangular.

Panelistas

Aciertos

Juez 1

o

Juez 2

Juez 3

Juez 4

Juez 5

Juez 6

Juez 7

Juez 8

Juez 9

Juez 10

Ol k| k| kP O O O O O

10.8. Cuestionario para la evaluacion sensorial con consumidores.

CUESTIONARIO PARA SELECCION DE CONSUMIDORES (SCREENING)

1. Correo Electronico
2. MNombre y Apellido

3. ZPresenta usted alguna restriccion alimentaria por alergia o intolerancia alimenticia? Si su

respuesta es Si, por favor especificar.
4. Rango de edad [seleccion (nica)

18-30

30-40

40 -50

50 0 mas

5. Genero (seleccidn tnica)
Femenino
lasculing
Otros

6. Actividad [seleccidn tnica)
Estudiante
Funcienario / Académico
Otro:

7. Consume usted habitualmente alguna de las siguientes bebidas: (marque todas las que

corresponda) (seleccion maltiple)
Chocolate caliente

Café instantaneo

Té en bolsa

Café en grano

Té a granel

MOTA: Si selecciona café en grano, puede seguir participando en el estudio.




8. ¢Como consume el café en grano habitualmente? (marque todas las que corresponda) (seleccion

miltiple)
Pura

Con leche
Con crema

MNOTA: 5i selecciona purg, puede seguir participando en el estudio.

9. ¢Con que frecuencia consume usted el café puro? [seleccion tnica)

Cada dos semanas o menas
1 vez por semana

2 @ 3 veces por semana

5 veces por semana

Todos los dias.

NOTA: Si la frecuencia es de 2 o 3 veces por semana, puede seguir participando en el estudio.

Escala Hedonica f Justo Agrado

Me desagrada Me desagrada un Mo me agrada ni Me agrada un Me agrada
Me desagrada Me agrada
mucho poco me desagrada poco mucho
1 2 3 4 5 6 7

Mucho menos de lo Menos de lo que me Justo coma me
gue me gusta Eusia gusta

Mas de lo que me
gusta

Muchao mas de lo que
me gusta

-2 -1 1]

+1

+2

Instrucciones: A continuacidn, se le presentan 1 muestra de café en grano. Tendra a su disposicion azucar,
edulcorante en tabletas y edulcorante liquido, para que endulce el café como habitualmente lo hace.
Considere que esta taza es pequefia para agregar el endulzante. Luego de este café evaluara otras dos
muestras de café, endulzandolas de la misma manera que la primera.

MUESTRA 1
Seleccione lo gue les adiciond a las tazas de café. (seleccion tnica)

Aziicar

Edulcorante en tabletas
Edulcorante liguido

Ma lo endulce

Especifique la cantidad cucharadas, tabletas o gotas de edulcorante. (seleccion tinica)

1

2

3 o mas.

Ma la endulce

1. :Qué le parece la APARIENCIA del producto?, segan la siguiente escala.

e desagrada mucho

e desagrada

e desagrada un poco

Mo me agrada ni me desagrada
Ivie agrada un poco

Ivie agrada

Ivle agrada mucho

2. ¢Qué le parece el AROMA del producto?, segun |a siguiente escala.

e desagrada mucho

e desagrada

e desagrada un poco

Mo me agrada ni me desagrada
Ivie agrada un poco

e agrada

e agrada mucho
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3. éComo calificaria usted la INTENSIDAD DE AROMA del producto?, segun la siguiente escala.

Mucho menos intenso en aroma de lo gue me gusta
Menos intenso en aroma de lo que me gusta

Justo como me gusta

Mas intenso en aroma de lo gue me gusta

Mucho mas intenso en aroma e lo gue me gusta

4. ¢Qué le parece el SABOR del producto?, segin la siguiente escala.

Me desagrada mucho

Me desagrada

Me desagrada un poco

Mo me agrada ni me desagrada
Me agrada un poco

Me agrada

Me agrada mucho

5. éComo calificaria la ACIDEZ del producto?, segan la siguiente escala.

Mucho menos acido de lo que me gusta
Menos acido de lo que me gusta

Justo como me gusta

Mis dcido de lo que me gusta

Mucho mas dcido de lo gue me gusta

6. ¢Como calificaria el AMARGOR del producto?, segin la siguiente escala.

Mucho menos amargo de lo que me gusta
Menos amarge de lo que me gusta

Justo como me gusta

IMas amargo de lo que me gusta

Mucho mas amargo de lo gue me gusta

7. éComo calificaria el CUERPO del producto?, segun la siguiente escala. (Se entiende por cuerpo la
consistencia y permanencia del café en la boca).

MMucho menos cuerpo de lo que me gusta
IMenos cuerpo de lo que me gusta

Justo como me gusta

MMas cuerpo de lo que me gusta

Mucho mds cuerpo de lo gue me gusta

8. Con todo lo evaluado anteriormente, evallie el AGRADO GEMERAL, segun la siguiente escala.

e desagrada mucho

Me desagrada

vie desagrada un poco

Mo me agrada ni me desagrada
e agrada un poco

lvie agrada

Ivie agrada mucho
MOTA: Copiar lo mismo para las otras muestras

£Por qué selecciond esa opcidn en la escala? Por favor detalle su respuesta lo mas posible. (dejar bastante
espacio)
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Cuestionario Check All That Apply (CATA)

Instrucciones: & continuacion, se le presenta un listado de atributos que pueden estar presentes en
el café que usted recién probd, seleccione las palabras o frases gue usted consideré apropiadas para
describir. (Seleccion mualtiple)

Aroma a tostado

Aroma a canela

Sabor a tostado

Aroma a frutos secos
Aroma a frutas

Sabor a frutos secos

Sabor a frutas

Aroma a no fresco/ afiejo
Gusto amargo

Gusto dcido

Sabor a no fresco/afejo
Sensacion a grasa en la boca
Lo tomaria diariamente

Se lo recomendaria a mi familia o amigos.

Mo lo tomaria.

10.9. Evaluacién sensorial con consumidores.




Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

10.10. Resultados de pruebas de multiple rangos Tukey.

Pruebas de Multiple Rangos para Amargor. J por Muestras

Muestras|Casos| MedialLS |Sigma LS| Grupos Homogéneos
TL-M 35 -0.155509 | 0.129665 (X
TC-M 35 0.158777 | 0.129665 |XX
TL-O 35 0.44281 | 0.128786 | X

Pruebas de Multiple Rangos para Cuerpo. J por Muestras
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Muestras|Casos| MediaLS | Sigma LS |Grupos Homogéneos
TL-M 35 -0.484325 | 0.117505 (X
TC-M 35 -0.112897 | 0.117505 (XX
TL-O 35 |[-0.0486111| 0.116709 | X
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Pruebas de Multiple Rangos para Apariencia . H por Muestras
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Muestras|Casos |MediaLS |SigmalLS |Grupos Homogéneos
TL-M 35 5.52053 0.166319 (X
TC-M 35 577767 0.166319 |X
TL-O 35 5.78145 0.165192 |X

Pruebas de Multiple Rangos para Aroma. H por Muestras
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Muestras|Casos |MediaLS |SigmalLS |Grupos Homogéneos
TL-O 35 5.20629 0.193255 (X
TL-M 35 5.27982 0.194574 |X
TC-M 35 5.27982 0.194574 |X

Pruebas de Multiple Rangos para Intensidad de Aroma . J por Muestras
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Muestras|Casos [MediaLS |Sigma LS |Grupos Homogéneos
TL-M 35 -0.703338 |0.105633 |X
TC-M 35 -0.474767 |0.105633 |X
TL-O 35 -0.38317 0.104917 (X

Pruebas de Multiple Rangos para Sabor . H por Muestras
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Muestras|Casos [MediaLS |Sigma LS |Grupos Homogéneos
TC-M 35 4.48735 0.251292 |X
TL-M 35 4.51592 0.251292 |X
TL-O 35 4.94281 0.249588 |X

Pruebas de Multiple Rangos para Acidez . J por Muestras
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Muestras|Casos [MediaLS |Sigma LS |Grupos Homogéneos
TL-O 35 0.309232 | 0.134097 |X
TL-M 35 0.591165 | 0.135012 (X
TC-M 35 0.762593 | 0.135012 (X
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Pruebas de Multiple Rangos para Agrado General . H por Muestras
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Muestras|Casos |MediaLS |SigmalLS |Grupos Homogéneos
TL-M 35 4.1961 0.326868 (X
TC-M 35 4.25324 | 0.326868 |X
TL-O 35 5.13644 | 0.324652 (X

10.11. Gréafico de justo agrado para intensidad de aroma.
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10.13. Resultados de preferencia.
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