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Capitulo . Introduccion

El café es una bebida altamente comercial en el ambito mundial, su consumo
se debe a las propiedades organolépticas que le dan sabor y aroma. Los
compuestos quimicos contenidos en los granos de café proporcionan las
caracteristicas sensoriales para la calidad de la bebida (Gotteland y de Pablo, 2007).
Estos compuestos quimicos son principalmente sustancias organicas como los
lipidos, carbohidratos, proteinas, cafeina, trigonelina y acidos clorogénicos (Puerta,

2011).

El contenido de estas sustancias en los granos de café es influenciado por
diferentes factores como la variedad y la altitud en la que se cultiva, el tipo de suelo,
el clima, los diferentes procesos industriales y el nivel de tostado (Escarraman et
al., 2007). El caracterizar la variacion de la calidad del café a través de la relaciéon
de los factores genéticos y los compuestos quimicos presentes en los granos puede
mejorar la resistencia del cultivo y la calidad de taza de alguna variedad Coffea

arabica de interés (Leroy et al., 2006).

Existen dos especies en el ambito mundial que son las mas comerciales en
el género Coffea, arabica y canephora y la mas importante entre ambas son los
genotipos de la especie arabica. Algunas investigaciones se han centrado en
evaluary caracterizar la composicion quimica de ambas especies de granos de café

(Moreira et al., 2014). Para la especie Coffea arabica los contenidos de lipidos y



sacarosa son superiores a la especie Coffea canephora y para la composicién de
robusta se destacan en mayor contenido los acidos clorogénicos, cafeina,

polisacaridos y cenizas (Puerta, 2011).

El principal compuesto fendlico contenido en el café son los acidos
clorogénicos, que tienen la propiedad de dar sabor y color a los granos de café y
ayudan a dar calidad y aceptacién en el mercado por parte del consumidor (Moreira
et al., 2014). Los acidos clorogénicos se encuentran en las paredes celulares y
tienen la propiedad de darles soporte, textura y proteccioén a las plantas. Entre las
investigaciones realizadas en los ultimos 60 afios, se desarrollé la nomenclatura
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) para los acidos
clorogénicos en granos de café y se utilizaron varios métodos analiticos para su

cuantificacion (Marin y Puerta, 2008).

Los acidos clorogénicos al ser parte importante de la composicién quimica
del café han sido tema de muchos estudios que se han centrado en encontrar la
forma en que el cuerpo humano puede metabolizar estos compuestos y, de esta
manera, conocer los beneficios para la salud del consumidor. Entre algunos

beneficios esta el tratamiento de la presion arterial alta y de la diabetes (Watanabe

et al., 2006; Bishty S. S., 2010).

Asimismo, se menciona que estos compuestos poseen propiedades
antioxidantes y anticancerigenas (Ludwig et al, 2013; Marin y Puerta, 2008).

Ademas, se le atribuyen usos farmacéuticos y cosméticos y el uso como aditivo en



productos alimenticios (Dawidowicz y Typek, 2017). Otros estudios mencionan sus

influencias en el estado de animo y los procesos cognitivos (Cropley et al., 2012).

La cuantificaciéon del contenido de acidos clorogénicos en los granos de café
se puede llevar a cabo por dos técnicas analiticas de ensayo, ya sea si se desea
medir acidos clorogénicos totales (CQAT) o CGA individuales o libres (cafeico,
quinico, feralico, cumarico, sinapico), sus ésteres y sus isdmeros (Marin y Puerta,
2008). Para la determinacion de CQAT, segun la AOAC, el procedimiento que se
debe seguir es el método oficial AOAC 957.04, Método espectrofotométrico para
acidos clorogénicos en café verde. En la norma AOAC no se encuentra un método
analitico para la determinacién de acidos clorogénicos individuales en café (AOAC

Internacional, 2016).

Por consiguiente, esta practica dirigida tiene como objetivo implementar un
método para la cuantificacion individual de acidos clorogénicos en café en grano
tostado de arabica Coffea arabica. Lo anterior mediante la técnica de cromatografia

liquida de alta resolucion para el laboratorio quimico del Icafe.

1.1. Antecedentes

En Colombia, en el Centro Nacional de Investigaciones de Café (Cenicafe),
se llevd a cabo un estudio del contenido de acidos clorogénicos individuales (CGA),
en granos de genotipos de Coffea arabica y Coffea canephora segun el desarrollo

del fruto. El objetivo del estudio era diferenciar café de Colombia, en cuanto a



calidad y origen, por medio de la identificacion de estos compuestos quimicos con

la técnica de HPLC y la técnica espectrofotometria ultravioleta.

Cenicafe obtuvo la separacion de tres isdmeros del CQA, tres isdmeros de
los di-CQA, los FQA y los acidos hidrocinamicos (cinamico, sinaptico, ferulico,
cafeico, p-cumarico o-cumarico). Los resultados en HPLC residieron en mayor
concentracion de CGA, que para la técnica de espectrofotometria para ambas
variedades. El acido 5-cafeoilquinico (5-CQA) es el que posee mayor porcentaje en

ambas especies de café (Marin y Puerta, 2008).

En Europa se llevd a cabo una revision de los métodos analiticos mas
importantes para determinar compuestos bioactivos de café, entre los cuales se
encuentra HPLC, UV y técnicas de voltametro. Las separaciones de los
componentes de café resultaron mas eficientes con técnicas de mayor resolucion,
ya que permitieron medir todo el rango de constituyentes, como los &acidos

clorogénicos. Entre estas técnicas se destacan las técnicas LC-MS (Jeszka et al.,

2014).

En una investigacion efectuada en HPLC se comprobé que diferentes tipos
de preparacidn del grano verde de café afectan la concentracion de acidos
clorogénicos (Gloess et al., 2013). Otro estudio de café que se llevo a cabo en la
Universidad Ahmadu Bello de Nigeria demostré que los diferentes métodos de
extraccién para llevar a cabo una infusion de café afectan el contenido de acidos

clorogénicos (Nuhu, 2014).



En un estudio realizado por la Universidad de Novi Sad, en Serbia, se
determiné que el acido clorogénico 5-CQA, principal en granos de café por su alto
porcentaje en concentracion, es de facil determinacién por HPLC. Los resultados en
este analisis por HPLC evidencian que el contenido de 5-CQA se presenta en mayor

proporcién en la especie Coffea canephora (Gruji¢ et al., 2015).

Otra investigacion elaborada en Polonia y Espafia determiné los acidos
clorogénicos por la técnica HPLC-DAD para 12 muestras de café de Coffea arabica
y canephora de diferentes origenes, incluidas muestras descafeinadas. El estudio
mostré que el café robusta presenta el doble de concentracion que el café arabica.
Para las muestras descafeinadas, la concentracién de CGA no se ve afectada por

este proceso (Jeszka et al., 2016).

A pesar de que a los acidos clorogénicos se les atribuyen beneficios para la
salud y calidad del café, se asocia que, en cantidades excesivas producen una
reduccion en la calidad de la taza, por ejemplo, los sabores amargos. De acuerdo
con un articulo de la revista Food Science and Technology, diferentes muestras de
café de calidad de Brasil, tomadas de concursos de calidad y de diferentes
procesos, con un grado de tueste estandarizado, pueden tener altos contenidos de

acidos clorogénicos (Zanin et al., 2016).

Segun la AOAC el procedimiento que se debe seguir para la determinacion
de acidos clorogénicos totales es el método oficial AOAC 957.04, Método

espectrofotométrico para acidos clorogénicos en café verde. En la norma AOAC no



existe un método HPLC para la determinacién de acidos clorogénicos individuales

en café (AOAC Internacional, 2016).

La norma DIN 10767: 2015-08 Analisis de Café y productos del
café-Determinacién de acidos clorogénicos en café tostado y café soluble, utiliza un
método HPLC para esta determinacion. Esta norma es una sustitucion a la norma
alemana DIN 10767:1992-05 y establece un método para determinar los tres acidos
3-4 y 5-CQA, los tres acidos 3,4-3,5 y 4,5-diCQA, los tres acidos 3-,4-y 5-FQA y las

dos lactonas 3-y 4- CGL (Deutsche Norm DIN 10767, 2015).

En China se llevé a cabo un estudio para la determinacién simultanea de
acidos clorogénicos 3-CQA, 4-CQA, 5-CQA, 5-FQA, 3,4-diCQA, 3,5-diCQA vy
4,5-diCQA, para lo que se utilizd como estandar unico el 5-CQA vy se calcularon las
concentraciones de los otros acidos a partir de los factores de respuesta relativa.
Los resultados que obtuvieron los compararon utilizando los estandares de 3-CQA,

4-CQA, 5-CQA, 5-FQA, 3,4-diCQA, 3,5-diCQA y 4,5-diCQA (Shan et al., 2017).

La empresa Agilent Technologies Inc. desarrollé un método para
determinacion de acidos clorogénicos en productos de café, basado en la norma
DIN 10767. Esta norma se fundamenta en una serie de mediciones para el
adecuado control de calidad del café y sus productos. Esta metodologia utiliza la
técnica HPLC para la deteccion del contenido de acidos clorogénicos (Naegele,

2016).



La presente practica dirigida se basara en la norma DIN 10767: 2015-08
Andlisis de café y productos del café-determinacion de acidos clorogénicos en café
tostado y café soluble, para la implementacién de la metodologia HPLC en el

laboratorio quimico del Icafe.

1.2. Problema y justificacion

En el ambito nacional no existen técnicas, métodos de analisis o normas
oficiales para la cuantificacion de CGA individuales en granos de café, que estén
documentados o publicados. De la misma forma, el Icafe, que es el ente regulador
de la actividad del café de Costa Rica, todavia no tiene una técnica para la
determinacion de CQA individuales en el café tostado. El laboratorio quimico de esta
institucién solo cuenta con un analisis para determinar acidos clorogénicos totales

en café por la técnica espectrofotometria ultravioleta (Solis y Herrera, 2005).

Ante la necesidad de actualizacion y mejoras en las técnicas de analisis para
evaluar la calidad del café del productor costarricense, en el Icafe se busca el
desarrollo de un método por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) para
la separacién y cuantificaciéon de los acidos clorogénicos individuales, que logre la
precision y sensibilidad adecuada (Moldoveanu y David, 2013). Ademas, se busca

que en el futuro se pueda incluir en el alcance de acreditacion del laboratorio (Anexo

1).



Asimismo, el laboratorio quimico del Icafe colabora con el estudio que hacen
otras unidades de la Gerencia Técnica, a la cual pertenece. Por ejemplo, la Unidad
de Investigacion se encarga del estudio y mejoramiento genético de variedades del
café de Costa Rica. Por lo tanto, es de mucho interés para esta unidad el desarrollo
del método para la determinacion de los acidos clorogénicos individuales por la
técnica de HPLC. De esta manera, esta unidad suministra las muestras de café para

el anélisis de este trabajo.

Esta practica dirigida esta destinada a desarrollar y validar un método para la
determinacion de los acidos clorogénicos individuales por la técnica de HPLC,
basado en la Norma DIN 10767:2015-05 Determinacion del contenido de acidos

clorogénicos en café tostado y café soluble, Método de HPLC.

1.3. Objetivo general

Implementar el método normalizado de la Norma DIN 10767:1992-05 para el
analisis individual de acidos clorogénicos (CGA) en café en grano tostado de Coffea

arabica, mediante la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

1.4. Objetivos especificos

Los objetivos especificos de la investigacion son los siguientes:
1. Optimizar el método normalizado para analisis individual de acidos
clorogénicos (CGA) en café en grano tostado de Coffea arabica, mediante

la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién.



2. Validar el método normalizado para el analisis individual de acidos
clorogénicos (CGA) en café en grano tostado de Coffea arabica, mediante
HPLC, cumpliendo con los criterios descritos en el ECA-MC-C18 con la
Norma INTE-ISO/IEC 17025:2017.

3. Cuantificar el contenido de acidos clorogénicos (CGA) por HPLC,
en muestras de grano tostado de Coffea arabica recibidas en el
laboratorio quimico del ICAFE durante el periodo 2019-2020, mediante el

método normalizado verificado.



Capitulo Il. Marco tedrico

2.1. Historia del café

El centro de origen del café se localiza en Etiopia, después se distribuyé por
Europa hasta llegar a América. En el afio 1500 se descubrié que, ademas de tostar
el grano, se podia moler, lo que estimulé mas su consumo. El café es uno de los
productos mas comercializados del mundo. De las mas de 500 especies del género
coffea, la mayor importancia econdémica y comercializacién mundial ocurre para las

diversas variedades de las especies arabica y canephora (Jiménez, 2010).

En América coffea arabica se introdujo en el ano 1720. Para el afo 1808,
durante el gobierno de Tomas de Acosta, se empezé el cultivo del café en Costa
Rica, asi fue como se convirtié en el primer pais centroamericano en comenzar la
industria de café. La especie cultivada mas comun de esa época fue la variedad
Typica, llamada también criollo de la especie arabica, de porte alto, excelente
calidad de bebida, pero de baja productividad, con una excelente calidad de grano,
pero baja densidad de siembra. Esto provocd cambiar esta variedad por caturra y

catuai, que ayudaron a mantener y aumentar la calidad (Icafe, 2015).

En 1933 fue necesario la creacion de un organismo publico que se encargara
de la regulacion de la actividad cafetalera en Costa Rica, por lo que se fundé el
Instituto de Defensa del Café. Posteriormente, en el afio 1948 se transformé en la

Oficina del café de Costa Rica y en el afio 1985 pasd a ser el Instituto del Café de
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Costa Rica con la funcion de controlar toda la comercializacion del café en el pais

(Icafe, 1993).

2.2. La planta de café, su cultivo y grano

La planta de café se reproduce por medio de semillas, por lo que forma parte
del subgrupo de las angiospermas. El cafeto pertenece a la familia botéanica
Rubiaceae compuesta por mas de 500 géneros y 6000 especies de arbustos o
arboles. El género al que pertenece el café es Coffea, principal miembro econdmico
de la familia Rubiaceae. En este género se pueden encontrar mas de 100 especies,
pero solo dos de estas son comerbialmente importantes, Coffea arabica y Coffea
canephora. No obstante, las variedades pertenecientes al Coffea arabica son las

mas destacadas por sus caracteristicas sensoriales de calidad de la bebida (Quirés,

1998).

Los granos de café se obtienen del fruto rojo de la planta de café, los cuales
después de la recoleccidon son beneficiados por diferentes procesos (Narita e
Inouye, 2014). El proposito del beneficiado es separar la pulpa y el mucilago que
rodean el grano de café para obtener granos rodeados de una capa de proteccion
llamada pergamino o cascarilla. El proceso continlia con preparar esta presentacion

de granos para su almacenamiento, que consiste en bajar su humedad entre

11 %-12 % (Bekedam, 2008).
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Para la venta o para continuar con el proceso de tostado, a los granos
almacenados se les retira el pergamino y se obtiene el grano verde, también llamado
oro. Por dltimo, seguido de la molienda se lleva a cabo la infusion de café para

producir la conocida taza de café (Bekedam, 2008).

2.3. Los grupos de café mas importantes de la especie coffea arabica

Para la especie arabica se destacan en el mundo dos subtipos, en cuanto a
cultura y genética, son las cultivares Typica y Bourbon. Estas variedades se
extrajeron del sudoeste de Etiopia hasta Yemen y, en la actualidad, muchos de los
cultivos se desarrollan en América Latina con base en es't.as variedades. Por
ejemplo, en Brasil el mayor porcentaje de produccién implica estos tipos de café

(Research World Coffee, 2016).

2.4. Acidos clorogénicos en granos de café

En el café existen varios compuestos bioactivos, entre los cuales se destacan
los acidos clorogénicos y sus caracteristicas antioxidantes (Jeszka et al., 2014).
Estos compuestos bioactivos estan relacionados con las caracteristicas sensoriales
de la bebida y para la cuantificacion de estos compuestos es necesario el uso de

métodos precisos y sensibles (Nuhu, 2014).

Los &cidos clorogénicos individuales (CGA) son compuestos fenodlicos
presentes en las plantas, que cumplen la funcién de proteger a la misma contra el

estrés ambiental. Ademas, presentan propiedades antioxidantes, a las que se le
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atribuyen beneficios para la salud del ser humano. El acido clorogénico funciona
como un intermedio en la biosintesis de lignina, es un polimero organico importante
en los tejidos estructurales de las paredes celulares de las plantas y posee

caracteristicas de rigidez y soporte (Farah y Duarte, 2014).

Los CGA utilizan la nomenclatura IUPAC (es un sistema de nomenclatura de
compuestos quimicos y de descripcidén de la ciencia y de la quimica en general).
Las concentraciones de CGA son variantes, dependen de la especie, el clima, el
suelo, el tipo de proceso de beneficiado y el grado de tueste (Farah y Duarte, 2014;

Jeszka et al., 2014).

Asimismo, estan presentes en los granos verdes de las especies arabica y
canephora, en un porcentaje de contenido de un 6 % y 10 % respectivamente. Los
acidos clorogénicos individuales (CGA) se componen de acidos hidroxicinamicos
(cafeico, ferulico, cumarico, sinapico) esterificados con el acido quinico y estan
presentes en los granos de café. También forman mono y di esteres que constituyen
isémeros en las posiciones 1-3-4-5 del acido quinico (Suarez et al., 2013) (ver

Figura 1).
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Figura 1
Muestra la molécula quimica del acido quinico y su férmula quimica es C7H1206

Fuente: Erk et al. (2014).

Para la aplicaciéon de este método los compuestos que se analizan son
isdmeros mono Yy di ésteres del acido quinico con el acido cafeico y ferulico (ver
Figura 2). Estos son tres acidos mono-cafeoilquinicos (3-CQA, 4-CQA y 5-CQA),
tres acidos di-cafeoilquinicos (3,4-diCQA, 3,5-diCQA y 4,5-diCQA), los tres acidos
feruloilquinicos (3- FQA, 4- FQA y 5-FQA) y las dos lactonas de acidos clorogénicos

(3-CGL y 4-CGL) en granos de café tostado (Deutsche Norm DIN 10767, 2015).

En la Figura 2 se muestran las estructuras, fdrmulas y masas moleculares
del acido cafeico y el acido fertlico respectivamente. Estos compuestos se unen

con el acido quinico para formar acidos clorogénicos en el café.

14



Acido Cafeico Acido Fertlico

@) | 'e)
HO N
OH O X OH
HO HO
Formula quimica: CoHsO4 Férmula quimica: C1oH1004
Masa molecular: 180,16 g/mol Masa molecular: 194,18 g/mol

Figura 2
Estructuras, férmulas y masas moleculares del acido cafeico y el acido ferulico

Fuente: Erk et al. (2014).

En el Cuadro 1 se muestran las estructuras, formulas y masas moleculares
los tres acidos mono-cafeoilquinicos (3-CQA, 4-CQA y 5-CQA), tres &acidos
di-cafeoilquinicos (3,4-diCQA, 3,5-diCQA y 4,5-diCQA), los tres acidos
feruloilquinicos (3- FQA, 4- FQA y 5-FQA) y las dos lactonas de acidos clorogénicos

(3-CGL y 4-CGL), presentes en el café tostado (Marin y Puerta, 2008).

Cuadro 1
Estructuras, formulas y masas moleculares de isémeros mono y di ésteres del
acido quinico con el acido cafeico y ferdlico

Acidos Clorogénicos del café tostado

Nombre IUPAC Férmula Abreviatura Estructura Quimica Molecular
Molecular
Acido C17H2009 5-FQA

5-O-feruloilquinico
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Acido
3-O-feruloilquinico

Acido
4-O-feruloilquinico

Acido 5-cafeolquinico

Acido 3-cafeolquinico

C17H2009 3-FQA

C17H2009 4-FQA

C1sH1809 5-CQA

C1sH1809 3-CQA

HO_ CO.H

o
HO o)‘\/\@ocm
H
° OH

OH
OH
0
HOzC‘(j o /K/ﬁOCHg
HO
OH

HOC

HO_ CO.H
O
HO 0 =~ OH
OH
OH
OH
OH
0O
HO 0
OH
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Acido 4-cafeolquinico C1sH150s

Acido CosH24012
3,4-dicafeoilquinico

Acido CasH24012
3,5-dicafeoilquinico

Acido Ca2sH24012
4,5-dicafeoilquinico

Acido
3-o-cafeoilquinico
lactona C1sH130s

Acido C1sH130s
4-o-cafeoilquinico
lactona

3,4-diCQA

4,5-diCQA

3-CQL

4-CQL

HO_ CO:H

HO. 0
:Q/\/u\c OH
HO

HO

HOY

O 0

Z

OH

OH
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Fuente: Dawidowicz y Typek (2017} y Mills et al. (2013).

2.5. Efecto del tueste sobre los acidos clorogénicos en el café

Cuando el grano de café pasa por el proceso de tostado, el acido clorogénico
5-cafeoilquinico (5-CQA), produce productos de oxidacion, que estan asociados con
una taza de mala calidad, por la"presencia de sabores desagradables y de
astringencia (Nuhu, 2014). Esto se debe a que el contenido de CGA disminuye

conforme aumenta el tostado del grano (Narita e Inouye, 2014).

Durante el proceso de tostado o torrefaccion, los granos de café se someten
a temperaturas entre los 200° y 300 °C, con un calentamiento uniforme, con ayuda
de agitacidbn. Los granos de café durante el tueste cambian de color, de
verde-amarillo, amarillo marrén y, finalmente, a un marrébn mas oscuro y aceitoso.
El sabor amargo que se genera con el tostado del café se debe a la formacion de

lactonas del acido clorogénico, CGL (Narita e Inouye, 2014) (ver Figura 4).

Los acidos clorogénicos se isomerizan y se transforman en quino lactonas
debido a la deshidratacion y formacion de un enlace intramolecular. En la Figura 3

se aprecia la formacién de acido clorogénico en 1,5-y-quinolactona, debido a la
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deshidratacion que sufre durante el tueste del grano de café. En la Figura 4 se
muestran las estructuras quimicas de las lactonas principales en el grano de café

tostado, estas son 3-cafeoilquinico-1,5-y-lactona y 4 cafeoilquinico-1,5- y-lactona

(Farah y Donangelo, 2006).

Acido Clorogénico Quino lactona

COCH 9
3CH 14 A
0 H o N H
4 5 - Hzo
OH H H

A: Deshidratacion, eliminacion de una molécula de agua del compuesto de acido clorogénico.

0

Figura 3
Transformacién del 4cido clorogénico en quino lactona

0
B.
3 1
HO HO OH
4 5
HO 7

Fuente: Dawidowicz y Typek (2017).

HO.

HO

A: es 3-cafeoilquinico-1,5-y-lactona.
B: es 4-cafeoilquinico-1,5-y-lactona.

Figura 4

Estructuras quimicas de las principales quino lactonas presentes en el grano de
café tostado

Fuente: Dawidowicz y Typek (2017).

19



2.6. Beneficios del café para la salud de consumidor

El café posee muchos beneficios para la salud, gracias a la presencia de los
acidos clorogénicos que desempefian un papel muy importante en el grano de café.
Entre las ventajas se encuentra que contiene propiedades antioxidantes, por
ejemplo, los compuestos de 3, 4 y 5 CQA, las cuales son similares a a-tocofenol y
acido ascorbico. Ademas, se encuentran mayores efectos antioxidantes en los
granos que contienen los tres isémeros diCQA (3,4-, 3,5- y 4,5-diCQA) (Narita e

Inouye, 2014).

Se han realizado estudios sobre los efectos terapéuticos de los acidos
clorogénicos en el tratamiento del cancer; por ejemplo, el complejo de acido
clorogénico (CGAY7), inhibe el cancer de colon. Por lo tanto, se puede utilizar para
la prevencién. Los acidos clorogénicos tienen propiedades antiinflamatorias y
antibacterianas, asi como efectos curativos contra el control de la obesidad y la
diabetes. El consumo de estos compuestos puede reducir el riesgo de padecer la
enfermedad de Alzheimer, la diabetes tipo 2 y la enfermedad cardiovascular

(Gouthamchandra et al., 2017; Mills et al., 2013).

Por uitimo, el acido clorogénico que se encuentra principalmente en los
granos de café, 5-CQA, presenta la propiedad de proteger las neuronas. Por este
motivo, se le atribuye la prevencidn de enfermedades neurodegenerativas (Jeszka

et al., 2016).
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2.7. Técnicas que se utilizan en la determinacion de acidos clorogénicos en

café

A continuacion, se presentan los detalles de estas técnicas.

2.7.1. Técnica de espectroscopia de absorcion molecular por

ultravioleta (UVVis)

La técnica de espectroscopia de absorcion molecular por ultravioleta visible
es una de las técnicas que mas se utilizan en los laboratorios analiticos. Para la
determinacion de acidos clorogénicos en café verde se encuentra el método

espectrofotométrico oficial AOAC 957.04 (AOAC Internacional, 2016).

Esta técnica de anadlisis se basa en la absorcién de luz en las regiones
visibles y ultravioletas del espectro electromagnético, principalmente de
compuestos organicos que presentan grupos funcionales no saturados, los cuales
absorben radiacion a una longitud de onda especifica en la regiéon del espectro. Por
lo tanto, la luz absorbida tiene una relacion lineal con la concentracion del analito,

segln la Ley de Beer (Gras et al., 2005).

2.7.2. Técnica de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

La técnica HPLC posee muchas aplicaciones en el analisis de productos de

toda la industria. Por lo tanto, es el método mas aplicado para la determinacion de
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los compuestos de café, debido a sus bajos limites de deteccion y variabilidad en el

analisis (Nuhu, 2014).

Para el analisis casi de cualquier molécula existe la técnica de HPLC,
instrumento fundamental en muchos laboratorios de control de calidad. El objetivo
de la cromatografia liquida de alta resolucién es analizar cualquier compuesto
disuelto en agua, de una forma rapida y sencilla, con la mejor sensibilidad y
selectividad para deteccién en analitos organicos e inorganicos (Garcia y Yus3,

2016).

En la técnica de cromatografia liquida existen varios componentes que
influyen en la separacién o deteccion, entre ellos la fase movil, el soluto y la columna
o fase estacionaria. Las fuerzas que interactian entre estos componentes definen
los tipos de cromatografias HPLC. Para este estudio se utiliza la cromatografia en
fase reversa, esto es cuando las cadenas funcionales R son apolares y R puede ser
una cadena de C8 (n-6ctil) o C18 (n-octadecil). Al contrario, la fase moévil es de
caracter polar, generalmente son mezclas de agua con metanol, acetonitrilo, etc. y
los analitos poseen tiempo de retencion de mas polar al menos polar (Faraldos y

Goberna, 2009).

2.8. Instituto del Café de Costa Rica

El instituto del Café de Costa Rica se fund6 en 1933, como ente que regula

toda la actividad cafetalera del pais y tiene el objetivo de promover, de forma
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equitativa, la produccién cafetalera en el sector cafetalero. Este sector esta
conformado por beneficiadores, productores, exportadores y torrefactores. Ademas,
el Icafe debe apoyar la exportacion y comercializacion del café (Icafe-MC-01v1

Manual Calidad Laboratorio Quimico, 2015).

EL Icafe constantemente busca investigar y desarrollar nuevas practicas
cafetaleras en el centro de investigacion del café, Cicafe. El laboratorio quimico
forma parte importante de esta investigacion, al brindar apoyo al sector cafetalero
con temas y analisis de la quimica de café. En este se hacen determinaciones del
contenido de azucares, acidos clorogénicos, humedad, ocratoxinas y otros, en café
en grano verde y tostado (Icafe-MC-01v1 Manual Calidad Laboratorio Quimico,

2015).

2.9. Regiones cafetaleras de Costa Rica

Costa Rica cuenta con ocho regiones cafetaleras: Valle Occidente, Valle
Central, Guanacaste, Turrialba, Orosi, Tarraz(, Brunca y Tres Rios. Las diferencias
entre ellas son generadas por el clima, la altitud, la temperatura y las variedades de
coffea arabica que se utilizan (ver Figura 5). Estos factores influyen en el sabor
(sobre todo en la acidez) y el aroma de la bebida. Estas regiones se encuentran
distribuidas desde las zonas mas bajas, menos de los 1000 m s. n. m. y las zonas
mas altas, mas de 1200 m s. n. m. En las primeras el café es mas liviano y en las

segundas el café es mas fuerte o acido (Icafe, 2015).
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Capitulo lll. Marco metodoldgico

3.1. Optimizacion de la metodologia para analisis individual de acidos
clorogénicos (CGA) en café en grano tostado de Coffea arabica, mediante la

técnica de cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC)

En los siguientes apartados se detalla toda la informacion perteneciente al

marco metodoldgico.

3.1.1. Descripcion del método para analisis de CGA en HPLC para café

tostado

Esta practica dirigida se llevo a cabo en el laboratorio quimico del Centro de
investigaciones del café de Costa Rica (Cicafe), que pertenece al Instituto del café
de Costa Rica (Icafe). Para esto se implementé y verificd una nueva metodologia
de analisis, Determinacion del contenido de acidos clorogénicos en café tostado por
HPLC, con la cual se puedan brindar servicios al sector cafetalero y a los clientes

internos del Cicafe.

El método de analisis que se utiliza se basd en la Norma Alemana DIN
10767:2015-08 Determinacion del contenido de acidos clorogénicos en café tostado
y café soluble, método de HPLC. EI DIN es el instituto aleman de normalizacién y la
comision de normas del DIN elaboré esta norma para alimentos y productos

agricolas (NAL). El Icafe contraté a un traductor oficial del Ministerio de Relaciones
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Exteriores para la traduccion al espanol de esta Norma Alemana (Deutsche Norm

DIN 10767, 2015).

Los compuestos de acidos clorogénicos que se determinaron por este
método de andlisis fueron tres acidos mono-cafeoilquinicos (3-CQA, 4-CQA y
5-CQA), tres acidos di-cafeoilquinicos (3,4-diCQA, 3,5-diCQA y 4,5-diCQA), los tres
acidos feruloilquinicos (3- FQA, 4- FQA y 5-FQA) y las dos lactonas de acidos
clorogénicos (3-CGL y 4-CGL) en granos de café tostado (Deutsche Norm DIN

10767, 2015) (ver Figura 2).

El contenido de cada CGA se calculo y reporté con base en el Acido 5-O
cafeolquinico (5-CQA) en g/100 g de masa seca, el estandar que se utilizé para
llevar a cabo la curva de calibracion fue el acido n-clorogénico (M=354,32 g/mol)
marca SIGMA de 95 % de pureza. La norma DIN 10767:1992-05 permite cuantificar
los CGA individuales con respecto al estandar de acido 5-CQA, si no se cuenta con
los otros estandares de referencia. Para esto, se emplea un factor de conversién
que se obtiene de la relaciéon de los coeficientes de extincion de las masas molares
del 5-CQA en relaciéon con los compuestos 3-CQA, 4-CQA, 3,4-diCQA, 3,5-diCQA,

4,5-diCQA, 3- FQA, 4- FQA, 5-FQA, 3-CGL y 4-CGL.

Por lo tanto, para esta practica dirigida se prepar6 Gnicamente una curva de
calibracion del estandar 5-CQA, ya que no se contaba con el resto de los estandares
y no se lograron adquirir durante este trabajo. El calculo de estos compuestos se

llevd a cabo como se describe en el parrafo anterior, segln la Ecuacién 1, descrita
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en el punto 3.1.8, mas adelante en este trabajo. El tiempo de retencién se obtuvo a
partir de la descripcién del cromatograma de HPLC de referencia que da la Norma
DIN 10767:2015-05 y las publicaciones de otros autores (Deutsche Norm DIN

10767, 2015; Marin y Puerta, 2008; Shan et al., 2017).

3.1.2. Reactivos y soluciones para el método de analisis de CGA en

HPLC para café tostado

Los reactivos que se utilizaron fueron de alta pureza para analisis de HPLC:
acetonitrilo, agua tipo 1 (ultrapura), metanol, mezcla de metanol y agua al 25 % para
la preparacion de la solucion madre del estandar 5-CQA y mezcla dé metanol y agua
al 50 % para la preparacion de las muestras. Para la fase moévil del método de HPLC
se utilizé6 un gradiente de soluciones de acido acético al 2 %v/v y acetonitrilo para
HPLC. Ambas soluciones se filtraron por sistema de filtracién al vacio con filtros de

membrana 0,45 ym para eliminar impureza y gases.

En la Figura 6 se observa la preparacion de la curva de calibracion de 5-CQA.
Se preparé una solucion madre estandar de 5-CQA de una concentracién de
200 mg/L y se tomaron 5ml, 2m L, 1 ml y 1 ml para preparar los patrones de
100 mg/L, 40 mg/L, 4 mg/L y 2 mg/L en balones de 10 ml, 10 ml, 50 ml y 100 ml,
respectivamente y después se aforaron con agua tipo 1. Luego, se inyect6 en el

HPLC después de pasar por filtros de membrana de 0,45 ym.
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Figura 6 )
Curva de calibracion del estandar de Acido 5-CQA

Fuente: Elaboracion propia con base en la informacién de la norma alemana DIN 10767:2015-08.
3.1.3. Equipos para el método de analisis de CGA en HPLC para café

tostado

La cantidad de café tostado que se utiliza para la determinaciéon de CGA en
HPLC se nombrara muestra, por lo tanto, cada café tostado que tenga asignado un
codigo de identificacion sera una muestra para efectos de esta practica dirigida. La
medicidn de la masa de las muestras para el analisis se llevo a cabo en una balanza
analitica, debido a que esta medicién se debe realizar con una exactitud y precisién
de 0,0001 g y después se extrajeron en un bafio ultrasénico marca BRANSON a

una temperatura de 60 °C.

El equipo de HPLC que se utilizé es marca Thermo Scientific/Dionex modelo
Ultimate 3000. Este posee un detector de longitud de onda variable modelo

VWD-3400RS, tiene lamparas de deuterio y tungsteno; con capacidad para medir
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hasta 200 Hz y registrar hasta cuatro longitudes de onda (Thermo Fisher Scientific,
2012). Este equipo de HPLC posee un automuestreador modelo WPS-3000SL, con
jeringa de 100 pl, sample loop 100 pl y buffer loop 100 pl. Ademas, posee valvula
de inyeccion de 2 puertos y 6 puertos adecuada para presiones <62 MPa (9000 psi)

(Thermo Fisher Scientific, 2013).

3.1.4. Condiciones cromatograficas para el método de analisis de CGA

en HPLC para café tostado

Las condiciones cromatograficas que se utilizan para la optimizacion del
metodo de analisis de CQA en HPLC para café tostado se basaron en las
recomendaciones de la Norma Alemana DIN 10767:2015-08 (Deutsche Norm DIN

10767, 2015). Estas condiciones cromatograficas se resumen en el Cuadro 2.

Cuadro 2
Condiciones cromatograficas para el método de analisis “Determinacion del
contenido de acidos clorogénicos en café tostado por HPLC”

Método DIN 10767:2015-08 Optimizacion del Método

Columna Cromatografica

Didmetros 2 mm hasta 5 mm 3 mm
Longitud 150 mm hasta 250 mm 150 mm
Relleno Derivado de octadecilo (C-18). C-18

Fase de polaridad similar (Fenil-Hexil).
Tamaiio de particula 5 um o mas pequefia 3um
Condiciones Cromatograficas
Detector Ultravioleta Visible para HPLC Ultravioleta Visible para HPLC

Longitud de onda 324 nm 324 nm
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Volumen de inyeccion 5 ply 20 pi Syl

Flujo 4.6 mm =1 ml/min 3 mm = 0,5 mi/min

2 mm = 0,25 mi/min

Composicion de la Gradiente de eluyentes Ay B Gradiente de eluyentes Ay B
fase movil A: Acido acético al 2 % (acuoso) A: Acido acético al 2 % (acuoso)
B: Acetonitrilo B: Acetonitrilo

Fuente: Elaboracion propia con base en la informacion de la Norma Alemana DIN 10767:2015-08.

3.1.4.1. Columna cromatografica

La Norma Alemana DIN 10767:2015-08 recomienda que las columnas
separadoras analiticas se mantengan en las siguientes caracteristicas:. diametros
internos de 2 mm hasta 5 mm, longitud externa de 150 mm hasta 250 mm, relleno
interno de un compuesto de derivado de octadecilo (C18) o una fase de polaridad

similar y el tamano de particula interna de 5 um hasta mas pequefia.

Para el desarrollo de este método de andlisis de CGA en HPLC para café
tostado se utilizé una columna cromatografica Thermo Acclaim 120 C18 3 um (3 mm
x 150 mm). Esta posee un tamafo de particula 3 pm, una longitud de 150 mm, un

didametro interno de 3 mm, un relleno interno C18 y marca Thermo.

3.1.4.2. Longitud de onda y volumen de inyeccién

La longitud de onda de trabajo para deteccién de CGA fue de 324 nm y el
volumen de inyeccidn de la muestra fue de 5 pl, segln la norma se recomienda 5
a 20 pl. El volumen de inyeccién utilizado presentd la mejor resolucion de la senal

cromatografica (pico cromatografico).
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3.1.4.3. Flujo y composicion de la fase movil

La norma alemana DIN 10767:2015-08 recomienda un flujo de 1 ml/min para
columnas cromatograficas con diametro de 4,6 mm y un flujo de 0,25 ml/min para
cromatograficas con didametro de 2 mm. Se utilizé un flujo de 0,5 ml/min para la
columna empleada (Thermo Acclaim 120 C18 3 um (3 x 150 mm)). Esto se obtuvo
a partir de inyectar en el HPLC varias veces una muestra de café tostado a diferente
flujo entre 0,2 ml/min hasta 1 ml/min hasta obtener un cromatograma de HPLC bien

resuelto.

La fase mévil del sistema cromatografico es un gradiente de soluciones de
acido acético (al 2 % v/v) y acetonitrilo (grado HPLC), que varian su porcentaje de

concentracion segun el tiempo. Esto se describe en la Figura 7.

100%
75%

50%

Porcentaje de Fase Movil

25%

0% —

100

0 9 11,5

Tiempo del Gradiente de Fase Mévil (min)

Figura 7
Gradiente de eluyentes de fase movil del sistema cromatografico para la
Determinacion del contenido de acidos clorogénicos en café tostado por HPLC
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IEREEEE - Porcentaje de acido acético al 2 % v/v del gradiente de fase movil.

: Porcentajes de Acetonitrilo del gradiente de fase movil.
Fuente: Elaboracién propia con base en la informacién de L.a Norma Alemana DIN 10767:2015-08

3.1.5. Preparacion de la extraccion de la muestra de café para la

optimizaciéon del método para analisis de CGA en HPLC para café tostado

Se selecciond una muestra de café tostado molido de la custodia de muestras
del laboratorio quimico del Icafe. Esta muestra se paso6 por tamices de tamafios de
malla 0,63 y 0,25 mm, la medicién de la masa se llevo a cabo con la muestra de

café que quedé entre ambos tamices.

En balanza analitica se pesaron aproximadamente 0,2 g de café en un frasco
erlenmeyer de 50 ml y después se agregaron 25 ml de una mezcla de 50 % metanol
y 50 % agua del volumen total. Después, se colocé durante 15 minutos a 60°C en

el bafio ultrasonico.

La solucién extraida se decant6 en un balén de 50 ml y al residuo que quedoé
en el frasco erlenmeyer se le volvid agregar 25 ml de una mezcla de 50 % metanol
y 50 % agua del volumen total y se volvié a decantar en el balén de 50 ml. Cuando
la temperatura de la solucién final del balén de 50 ml estuvo a 25°C se completo el
volumen con agua y se mezcl6. Posteriormente, se filtré por membrana (0,45 um) y

se inyectd 5 pl el filtrado en el sistema de HPLC.
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3.1.6. Comparacion del orden de eluciéon de los compuestos de acidos

clorogénicos reportados por la Norma Alemana DIN 10767

En la Figura 8 se muestra en un cromatograma el orden de elucion de los
compuestos 3-CQA, 5-CQA, 4-CQA, 3,4-diCQA, 3,5-diCQA, 4,5-diCQA, 3- FQA,
4- FQA, 5-FQA, 3-CGL y 4-CGL, segln las condiciones cromatograficas aplicadas

en la Norma Alemana DIN 10767.
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Figura 8

Cromatograma de HPLC reportado para la Norma Alemana DIN 10767:2015-08
Determinacion del contenido de acidos clorogénicos en café tostado y café
soluble. Método de HPLC

Fuente: Deutsche Norm DIN 10767 (2015).

El cromatograma de HPLC de la Figura 8 se compar6 con el cromatograma
obtenido para una muestra de café tostado, en la optimizacién de metodologia de
andlisis, Determinacion del contenido de acidos clorogénicos en café tostado por

HPLC, del laboratorio quimico del Icafe. El tiempo de elucion de los compuestos de
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acidos clorogénicos en la muestra de café se determiné segun el orden de elucién

del cromatograma de la Norma Alemana DIN 10767:2015-08.

3.1.7. Analisis de evaluacion de la aptitud del sistema para la

optimizaciéon del método para analisis de CGA en HPLC para café tostado

El analisis de evaluacion de la aptitud del sistema es una verificacion de los
pardmetros cromatograficos que se utilizan en los metodos analiticos para
garantizar que el sistema de medicién funciona adecuadamente. Este también se
conoce también como prueba de idoneidad y es importante antes de la verificacioén
o validacién de un método analitico qu-e. se utiliza por primera vez (Faife y Corea,

2009).

Por lo tanto, se llevé a cabo una prueba de idoneidad para evaluar las
condiciones analiticas del andlisis de CGA en HPLC para café tostado. Los
parametros cromatograficos analizados se describen junto con su especificacion o

criterio de aceptacion en el Cuadro 3 (Sanabria et al., 2017, Sierra y Gémez, 2014).

Cuadro 3
Parametros y especificaciones para la prueba de idoneidad del sistema

cromatografico HPLC para la “Determinacion del contenido de acidos clorogénicos
en café tostado por HPLC”

Parametro * Descripcién Especificacion
Repetibilidad CV  Coeficiente de variacion de las areas obtenidas para una misma <2%
sustancia
Numero de platos Mide la eficiencia de la columna cromatografica que se utiliza > 2000
tedricos para el sistema de HPLC

34



Factor de Es la simetria de los picos cromatograficos <15
Asimetria

Resolucion Es el calculo de la cercania entre dos picos cromatograficos >15
adyacentes

*: Estos parametros fueron calculados automaticamente por el software del equipo HPLC,
“Thermo Scientific Dionex Chromeleon 7 Chromatography Data Sistem, Versién 7.2 S. R 47, pero
también se realizaron los célculos en Microsoft Excel para validar los resultados por el software del
equipo HPLC.

Fuente: Elaboracion propia con base en informacion de Sanabria et al. (2017) y Sierra y Gomez
(2014).

3.1.7.1. Evaluacion de la prueba de idoneidad del sistema

cromatografico de HPLC

Para evaluar el sistema cromatografico se prepard un estandar 5-CQA con
una concentracion de aproximadamente 200 mg/L y se le realizaron 10 inyecciones.

Ademas, se analizaron los parametros del Cuadro 2.

3.1.7.2. Evaluacion de la prueba de idoneidad del método de analisis

para HPLC

Debido a que no se cuenta con los otros estandares de CGA la evaluaciéon
de la aptitud del sistema del método de analisis se hizo con una muestra de café
tostado, identificando cada acido clorogénico segun el tiempo de retencion del
cromatograma de la Norma Alemana DIN 10767:2015-08. Asimismo, se realizaron
10 extracciones independientes de la muestra y se inyectaron una vez cada uno en
el sistema de HPLC. Los resultados de los parametros de idoneidad fueron el

promedio de las 10 réplicas.
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3.1.8. Descripcion del calculo de acidos clorogénicos individuales

segin el método para analisis de CGA en HPLC para café tostado

Para llevar a cabo el calculo del contenido de cada CGA individual se utiliza
la Ecuacion 1, referenciada por la Norma Alemana DIN 10767:2015-08. Esta
ecuacion permite determinar el contenido de los compuestos 3-CQA, 4-CQA,
3,4-diCQA, 3,5-diCQA, 4,5-diCQA, 3- FQA, 4- FQA, 5-FQA, 3-CGL y 4-CGL, a partir
de la curva de calibracion de 5-CQA. Por lo tanto, los resultados se reportaron con

base en el 5-CQA.
((4i — b).V.£)/(100.a.m.WDM) = Wi

Ecuacion 1

Calculo del contenido de cada CGA individual para el método de determinacion de
CGA en café tostado

Donde:
Wi = La fraccién de masa del derivado del CGA, en porcentaje y calculada sobre base seca.

Ai = El area del derivado del CGA correspondiente que debe determinarse, en unidades de area. b
= La seccion del eje de la recta de calibracion de estandar de calibracion 5-CQA, en unidades de
area.

V = Volumen total de las extracciones realizadas a las de café (50 ml).

F = El factor de conversion que se obtiene de los coeficientes de extincién de muestras los analitos
individuales. Para CQAy CGL es 1 y paralos di-CQA y FQA es 0,77.

A = La pendiente de la recta de calibracién de estandar de calibracion 5-CQA, en unidades de
area. m = Cantidad de muestra en gramos que se peso.

WDM = Fraccion de masa seca de la muestra, en porcentaje.

Fuente: Deutsche Norm DIN 10767 (2015).
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3.2. Validacion del método normalizado para el analisis individual de acidos
clorogénicos (CGA) en café en grano tostado de arabica (Coffea), mediante

HPLC

A continuacion, se detalla toda la informacion.

3.2.1. Procedimiento de validaciéon del método normalizado para el

analisis de CQA en HPLC para café tostado

El procedimiento de validacion para el método de andlisis de CQA en HPLC
para café tostado se baso6 en los requerimientos que ofrecen los criterios descritos
en el ECA-MC-C18 Criterios para evaluacion y acreditacion de laboratorios bajo la
Norma INTE-ISO/IEC 17025:2017. Estos criterios corresponden a veracidad
(sesgo), precision, linealidad, limites de deteccion y cuantificacién, sensibilidad
(pendiente), especificidad, falsos positivos o falsos negativos, recuperacién,

estimacion de la incertidumbre y robustez (ECA, 2019).

Este documento del ECA declara que, si un laboratorio de ensayo utiliza un
método normalizado sin ninguna modificacion, debe verificar los parametros de
desemperio anteriores contra los valores establecidos en el método normalizado.
Por otra parte, si no se cuenta con valores de referencia, el laboratorio puede

establecer sus valores con documentacion técnica o en consenso con el cliente

(ECA, 2019).
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El método para el analisis de CQA en HPLC que se utiliza en esta practica
dirigida se basa en la Norma Alemana DIN 10767:2015-08 Determinacion del
contenido de acidos clorogénicos en café tostado y café soluble. Método de HPLC
(Deutsche Norm DIN 10767, 2015). Al ser un método desarrollado por un organismo
de normalizacion en Alemania, se considera un método normalizado segun el

ECA-MC-C18.

En este método se cuantifican 11 acidos clorogénicos calculados como
5-CQA, porque solo se cuenta con este material de referencia. Por lo tanto, la
verificacion se lleva a cabo Unicamente para el acido 5-CQA, ya que no se puede
cumplir con la revisidbn de todos los parametros que solicita el ECA para los
compuestos 3-CQA, 4-CQA, 3,4-diCQA, 3,5-diCQA, 4,5-diCQA, 3- FQA, 4- FQA,

5-FQA, 3-CGL y 4-CGL, al no contar con los materiales de referencia.

3.2.2. Descripcion y verificacion de los parametros de desempeno del

método para el analisis de CQA en HPLC para café tostado

La informacidn se detalla en los siguientes apartados.

3.2.2.1. Parametros de desemperio de la norma alemana 10767.

Los parametros de desempefio para la precision que la norma alemana DIN
10767 declara se muestran en el Cuadro 4. La norma indica que el parametro de
desempeno para la repetibilidad se evalGa al tomar en cuenta la diferencia absoluta

entre dos duplicados preparados independientemente de una misma muestra de
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café. Este resultado se compara con el limite de repetibilidad del Cuadro 4 y no se

debe sobrepasar en un 5 % del total de muestras analizadas.

Para evaluar lo descrito en el parrafo anterior se analizaron 6 muestras de
café por duplicados independientes y las diferencias absolutas se compararon con

el limite de repetibilidad de la norma alemana DIN 170767.

Cuadro 4
Datos de parametros de desemperfio para la determinacion de acidos clorogénicos
en una muestra de café (café tostado), segin la norma alemana DIN 10767

Param 3-CQ 5-CQ 4-CQ 3-FQ 5FQ 4-FQ 3-CQ 4-CQ 34di- 35di- 4,5di-

etro A A A A A A L L CQA CQA CQA
Estadi
stico

Incertidumbre

+95% 0,10 0,28 0,17 0,06 0,18 0,15 0,36 0,10 0,072 0,063 0,037

Nivel 3 0 5 2 9 5 3 4

de
confian
za,
g/kg

Desvia 4.44 3.83 4.3 6.47 6.15 6.15 4.97 555 6.11 6.32 5.91
cién

estand

ar

relativa

de

Horwit

z, %

Repetibilidad

Limite 0.2 0.296 0243 0.048 0.113 0.071 0085 0.075 0.058 0.062 0.052
de

Repeti
bilidad
r, g’kg

Limite 3.96 223 396 1179 9.76 1234 359 6.59 9.68 12.84 6.93
relativo

de
Repeti
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bilidad
Iret, %o

Reproducibilidad

Horrat 0.77 089 1.08 35 664 664 465 251 3.02 3.17 1.37

Fuente: Deutsche Norm DIN 10767 (2015).

3.2.2.2. Precision (repetibilidad y precision intermedia)

La precisién brinda informacién sobre la cercania de los resultados en
diferentes momentos, realizados en las mismas circunstancias de operacion. Este
parametro incluye, a la vez, la repetibilidad y la presion intermedia. La repetibilidad
mide la conco_rdancia de datos sobre una misma muestra y un operador, con las
mismas condiciones de equipo y tiempo. La precisién intermedia evalia el cambio
de algunos de estos factores, analista, equipamiento, laboratorio o tiempo (Rato y

Rivera, 2014).

Para la repetibilidad se realizaron 8 muestras independientes de un mismo
café tostado, se inyectaron en el HPLC en el mismo dia y se determiné el promedio
y la desviacién estandar de la repetibilidad. Para la precision intermedia se
realizaron 10 muestras independientes del mismo café que se utilizd para la
repetibilidad. La prueba se efectu6é durante dos dias diferentes de analisis en un
lapso de una semana para cada determinacién (factor tiempo). Ademas, se
determiné el promedio, la desviacién estandar de la precision intermedia y el

coeficiente de variacion (C.V) (Ornemark y Magnusson, 2014).
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El criterio de aceptacion para la repetibilidad, segun la norma alemana DIN
10767:2015-08, debe cumplir con que la diferencia absoluta entre dos resultados de
analisis individuales independientes el uno del otro, que se obtuvo al utilizar el
mismo método, en materiales de muestra idénticos, en el mismo laboratorio, por el
mismo analista, con los mismos aparatos, con diferencias de tiempo cortas entre
ellos, no superara el valor del limite de repetibilidad de los valores en mas del 5 %

de los casos, segun el Cuadro 5.

Cuadro 5

Datos de parametros de desempefio para la determinacion de la precision en
términos de repetibilidad de acidos clorogénicos en una muestra de café (café
fostado), segun la norma alemana DIN 10767

Paramet 3-C 5-C 4-C 3-FQ 5FQ 4FQ 3C 4C 34-di-C 35di-C 45-di-C

ro QA QA QA A A A QL QL QA QA QA
Estadisti
co
Repetibilidad
Limite 0.2 0.29 024 004 011 007 0.08 0.07 0.058 0.062 0.052
de 6 3 8 3 1 5 5
Repetibi
lidadr,
9/kg
Limite 396 223 39 117 976 123 359 6.59 9.68 12.84 6.93
relativo 9 4
de
Repetibi
lidad r
rel,%

Fuente: Deutsche Norm DIN 10767 (2015).
Para la precision intermedia se utilizo el coeficiente de variacion de Horwitz,
el cual se compara con el CV de las determinaciones realizadas de la repetibilidad

y se obtiene el parametro de Horrat. Los resultados se compararon con los datos
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reportados en el parametro de desempefio. El criterio de aceptacion declarado por
la norma alemana DIN 10767 para el parametro de coeficiente de variaciéon de

Horwitz-Thompson y el parametro de Horrat se muestran en el Cuadro 6.

Cuadro 6

Datos de parametros de desempefio para la determinacion de la precision
intermedia de acidos clorogénicos en una muestra de café (café tostado), segin la
norma alemana DIN 10767

Param 3-CQ 5-CQ 4-CQ 3FQ 5FQ 4FQ 3-C 4-C 3,4-di-C 3,5-di-C 4,5-di-C
etro A A A A A A QL QL QA QA QA
Estadi
stico

Reproducibilidad

HORR 077 089 108 354 664 664 465 251 3.02 317 1.37
AT

Fuente: Deutsche Norm DIN 10767 (2015).

Para los calculos del coeficiente de variacion de Horwitz-Thompson y el

parametro de Horrat se aplico la Ecuacion 2 y la Ecuacion 3, respectivamente.
%CVHorwitz = 2¢ 071505

Ecuacion 2

Calculo del coeficiente de variacion de Horwitz-Thompson

Donde:

%CV Horwitz: Coeficiente de variacion de Horwitz para precision intermedia.

C: Valor nominal del analito expresado como potencia.

P Horrat = CV / %CV Horwitz

Ecuacion 3
Célculo del parametro de Horrat

Donde:
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P HorraT: Es el parametro de Horrat.
CV: Coeficiente de variacion de las determinaciones para precision intermedia.
CVn: Coeficiente de variacién de Horwitz para precisién intermedia.

Fuente: Comision del Codex Alimentarius (2009).

3.2.2.3. Veracidad (sesgo) y recuperacion

La veracidad (sesgo) evalla la exactitud que existe en el resultado obtenido
con el método para analisis de CQA en HPLC para café tostado y el valor real
aprobado (Faife y Corea, 2009). La recuperacién de analito es un enriquecimiento
de la muestra con una cantidad de solucion estandar del analito de interés. Este

procedimiento permite evaluar el porcentaje de recuperacion del analito (Minsa,

2005).

La veracidad (sesgo) se evalud a través de un material fortificado con el
estandar de 5-CQA. Se analizaron 10 muestras de café tostado fortificadas con una
concentracion tedrica de estandar 5-CQA y se calcul6 la concentracioén real obtenida
para cada muestra, se obtuvo el valor del sesgo segun la Ecuacién 4.

s =X=X
Ecuacién 4
Calculo del sesgo
Donde:
s: Sesgo.

x: Lectura obtenida o valor promedio de las lecturas obtenidas.

X': Valor esperado o de referencia del estandar.
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Para evaluar el sesgo se debe llevar a cabo una prueba f-student, en la que
el tealc < terit, €l tcaic S€ calcula a partir de la Ecuacion 5. El teit se busca en la tabla de
la distribucion t-student (Anexo 4), se determina para grados de libertad de v = n-1
y con un nivel de 95 % de confianza. Para una cola, si tcaic < terit €l promedio no es
significativamente mas pequefio que el valor de referencia y para dos colas, si tcaic
< teit los resultados cumplen, porque no existe diferencia significativa (Duffau et al.,
2010).

X' = X")

Tcal =
SxVn

Ecuaciéon 5
Célculo de la t- student observada para el sesgo

Donde:

t cal: t observado o calculado porcentaje de recuperaciones relativas de adiciones.
X': Valor esperado o referencia en concentracion.

X’: El promedio de los valores obtenidos en concentracion.

S: Desviacion estandar de las lecturas del porcentaje de recuperacion.

n: Nimero de lecturas o valores observados.

Para evaluar la recuperacién se analizaron 10 muestras de café tostado por
duplicado y a esas mismas muestras se efectuaron adiciones del analito de interés
por duplicado. Posteriormente, se compararon los valores medios de las muestras
adicionadas con las no adicionadas para evaluar la recuperacion neta de la adicion,

para esto, se utilizé la Ecuacién 6 (Magnusson y Omemark, 2014).
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R(%) = x' —x
» = x adicién

Ecuacién 6

Calculo de las recuperaciones relativas de adiciones
Donde:

R’ (%): Porcentaje de recuperaciones relativas de adiciones.
x': Valor medio de las muestras adicionadas.

x: Valor medio de las muestras sin adicion.

X afiadida: COncentracion afiadida.

Fuente: Magnusson y Ornemark (2014).

El criterio de aceptaciéon se basd en una prueba f-student, en el que el tcaic <
terit, €l tcaic S€ calcula a partir de la Ecuaciéon 7. El teit se busca en la tabla de la
distribucion t-student (Anexo 4), se determina para grados de libertad de v=n-1, 2
colas y con un nivel de 95 % de confianza. Si tcac > tcit l0s resultados se deben

corregir porque existe diferencia significativa y teaic < tarit los resultados cumplen,

porque no existe diferencia significativa (Duffau et al., 2010).

(100 — %R)
Sx\n

Tcal =

Ecuacion 7
Célculo de la t- student observada para la recuperacion

Donde:
tcai: t observado o calculado porcentaje de recuperaciones relativas de adiciones.
R: El promedio de las recuperaciones en porcentaje.

S: Desviacion estandar de las lecturas del porcentaje de recuperacion.
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n: Nimero de lecturas o valores observados.

Fuente: Magnusson y Oremark (2014).

Posteriormente, también se utilizé el criterio basado en la tabla de la AOAC
(ver Anexo 5), la cual muestra el rango de recuperacion aceptable segln la

concentracion esperada de analito (Duffau et al., 2010).

3.2.2.4. Linealidad, sensibilidad, limite de deteccion y limite de

cuantificacién

Para la evaluacion de estos parametros se analiz6 y se report6 el promedio
de 10 curvas de calibracion del método para analisis de CQA en HPLC para café
tostado, preparada segin la Norma DIN 10767 para el estandar de 5-CQA

(Deutsche Norm DIN 10767, 2015).

La linealidad es la capacidad del método para analisis de CQA en HPLC para
café tostado para generar resultados lineales que resultan proporcionales a la
concentracion del analito en el ambito de trabajo establecido (Aguirre Ortega et al.,
2001). La sensibilidad corresponde a la pendiente de la curva de calibracion, que

indica el grado de respuesta de la sefial del equipo con respecto a la concentracion

(Faife y Corea, 2009).

Para la evaluacién de la linealidad, se llevd a cabo una comprobacion
estadistica que comprende el calculo de la linea de regresion por medio del método

de minimos cuadrados. La linea de regresion se representa con la Ecuacién 8

(Skoog et al., 2001).
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y =mx+b

Ecuacién 8
Célculo de la linea de regresion

Donde:
y = Es la respuesta o sefial (absorbancia) obtenida ante la concentracion del analito.

M = pendiente de la linea de regresion, esta relacionada con la sensibilidad del método (respuesta
del método ante los cambios de concentracion del analito). Si la pendiente aumenta la sensibilidad
aumenta.

X = valor de la concentracion del analito en términos de concentracion.

B = el término independiente se define como la interseccion de la linea de regresion con €l eje de
ordenadas y es indicativo del error sistematico, no es diferente estadisticamente de cero de no
haber sesgo.

Fuente: Skoog et éi. (2001).

El método de minimos cuadrados genera una linea de regresién que se
ajusta mejor a los puntos de experimentacion. Este método también genera la
desviacion estandar de la linea de regresion (Sr), la desviacidbn estandar la
pendiente (Sm) y la interseccion en b (Sh). Asimismo, permite la evaluacion del

coeficiente de correlacion (r) y coeficiente de determinacion (r?) (Skoog et al., 2001).

La relacion que existe entre la variable (concentracién de CGA) x y la variable
y (Absorbancia de CGA) corresponde al coeficiente de correlacion (r) y su valor
recomendable es 2 0.999 (Aguirre ef al., 2001). El limite de deteccion es la minima
concentracion del analito que puede detectarse, pero no cuantificarse
especificamente, en un procedimiento analitico y con un nivel de confianza dado

(Boqué, 2009).
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El limite de cuantificacion mide la capacidad del desempeno de un método
analitico para la cuantificacién minima, exacta y precisa de un analito (Ornemark y
Magnusson, 2014). Se aplicd la Ecuacién 9 y la Ecuacion 10 para el calculo del

limite de deteccion (LD) y el limite de cuantificacion (LC), respectivamente.

(LD = kx Sh)/(mxn)

Ecuacion 9
Célculo del limite de deteccion (LD)

(LC = kx Sb)/(mxn)
Ecuacién 10
Calculo del limite de cuantificacién (LC)
Donde:

K = corresponde a la concentracion equivalente a una sefial de absorbancia igual a 3 desviaciones,
la desviacion estandar residual de la linealidad del sistema para el calculo del limite de deteccion y
10 desviaciones para el calculo del limite de cuantificacion.

Sb = la desviacién estandar de la linea de regresion se calcula a partir del método de minimos
cuadrados.

m = pendiente de la ecuacién de la linea de regresion, ver Ecuacion 5.
N = numero de réplicas que se llevé a cabo el método de andlisis, en este caso se realizé 3 veces.

Fuente: Skoog et al. (2001).

El laboratorio quimico del Icafe cuenta con una hoja de calculo para la
validacion de curvas de calibracion, F-03-lcafe-PL-07v5 Validacion Curvas
Calibracion. Esta se utiliz6 para validar la curva de validacion del método para

analisis de CQA en HPLC para café tostado (ver Anexo 2).
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3.2.2.5. Estimacion de la incertidumbre

La incertidumbre se define como el parametro relacionado con el resultado
de medicién, que da informacion sobre la dispersion de este valor verdadero
(Crubellti y Di Riso, 2009). Para evaluar la incertidumbre del método para analisis
de CQA en HPLC para café tostado se utiliz6 la ecuacion de Horwitz, ya que forma
parte de los valores de desempefio estimados de la Norma DIN 10767. La norma
también reporta datos de incertidumbre a partir desviacibn estandar de

reproducibilidad (Deutsche Norm DIN 10767, 2015).

Para laboratorios de ensayo que operan con la Normé ISO-17025, la
ecuaciéon de Horwitz es de mucha utilidad para evaluar el desempefio y el control
de calidad de los analisis. Esto se debe a que se considera un criterio de aceptacion
y un constituyente importante de la incertidumbre en métodos de quimica analitica

en la Unién Europea (Rivera y Rodriguez, 2010).

La ecuacion de Horwitz (ver Ecuacion 2) expresa la desviacion estandar de
la reproducibilidad como una funcién de la concentracién de analitos. Por lo tanto,
la incertidumbre de medicién expandida se puede calcular con la Ecuaciéon 9, con

un nivel de confianza del 95 % (Rivera y Rodriguez, 2010).

Ademas, se calcula la incertidumbre expandida a partir de la desviacion

estandar de reproducibilidad segln la Ecuaciéon 10, de acuerdo con la Norma
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Alemana DIN 10767. Los datos obtenidos y declarados por esta norma para el

calculo de la incertidumbre se observan en el Cuadro 7.

Cuadro 7

Datos de incertidumbre para la determinacion de acidos clorogénicos en café
tostado, segun la Norma Alemana DIN 10767

Param  3-C 5-C 4C 3FQ 5FQ 4FQ 3-C 4C 34di-C  35di-C  4,5-di-C

etro QA QA QA A A A QL QL QA QA QA
Estadi
stico

Incertidumbre

+95% 0,1 +0,2 0,1 0,0 0,1 0,1 203 01 +0,072 +0,063 +0,037

- Nivel 03 80 75 62 89 55 63 04

de
confian
za,

glkg

Desvia 4.44 3.83 4.3 6.47 6.15 6.15 497 555 6.11 6.32 5.91
cién

estand

ar

relativa

de

Horwit

Z, %

Fuente: Deutsche Norm DIN 10767 (2015).

U = 2 % %CV Horwitz

Ecuacién 11
Calculo de la incertidumbre de medicion expandida segun la ecuacién de Horwitz

Donde:
% CV Horwitz= Coeficiente de variacion de Horwitz para precision intermedia. Ver Ecuacion 2.
U= incertidumbre de medicion expandida.

Fuente: Rivera y Rodriguez (2010).
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Ecuacién 12
Calculo de la incertidumbre de medicion expandida segtn desviacion estandar de
reproducibilidad en la Norma Alemana DIN 10767

Donde:

U: Incertidumbre de medicién expandida.

SR: Desviacion estandar reproducibilidad observada o experimental.
K: 2 factor de cobertura equivale a un nivel de confianza del 95 %.

Fuente: Deutsche Norm DIN 10767 (2015).

3.2.2.6. Especificidad

La especificidad es la capacidad del método de detectar y cuantificar el
analito en presencia de impurezas o diferentes matrices (Magnusson y Ornemark,
2014). Para llevar a cabo la verificacion de la especificidad se analizaron los
cromatogramas del solvente (metanol: agua al 50 % v/v), del estandar disponible
(5-CQA) y de la muestra de café tostado. Ademas, se realizaron 5 inyecciones de

cada solucion y se compararon entre si (Faife y Corea, 2009).

3.2.2.7. Robustez

La robustez es la medida de la capacidad de un método analitico para
enfrentar cambios en sus parametros y seguir siendo fiable para su uso en la

cuantificacion de un analito (Duffau et al., 2010). Esto se aplica a métodos que se

hacen a lo interno del laboratorio, en el caso de métodos normalizados no es
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necesario evaluar la robustez, pues ya se previd en la validacion del método

(Magnusson y Ornemark, 2014).

Cuando se inicid esta practica dirigida, en el ano 2019, se trabajaba con el
documento ECA-MC-PO01-G01-Guia para la validacion de métodos del ECA. Sin
embargo, este no mencionaba la evaluacion de la robustez para la validacion de un

procedimiento normalizado no modificado (ECA, 2014).

Después de esto, el ECA actualizé sus documentos con respecto al cambio
de version de la Norma INTE-ISO/IEC 17025:2017 y publicd el documento Criterios
para la evaluacién y acreditacion de laboratorios bajo la Norma INTE-ISO/IEC
17025:2017, con fecha de emisién 01/11/2019. Este documento si menciona la

evaluacion de la robustez para validar un procedimiento normalizado no modificado

(ECA, 2019).

Debido a los contratiempos que ocasionaron el deterioro temprano de la
columna cromatografica utilizada y la pandemia por COVID-19, no fue posible la
evaluacion del parametro de robustez para el método para analisis de CQA en
HPLC para café tostado, de la norma alemana DIN 10767. Por lo tanto, este estudio,
lo realizara el laboratorio quimico después de esta practica dirigida para cumplir con

su objetivo de acreditacién ante el ECA.
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3.2.2.8. Falsos positivos o falsos negativos

La verificacion de falsos positivos o falsos negativos corresponde a métodos
cualitativos (Magnusson y Ornemark, 2014). El método para el analisis de CQA en
HPLC que se utiliza en esta practica dirigida se basa en la norma alemana DIN
10767:2015-08 Determinacion del contenido de acidos clorogénicos en café tostado

y café soluble. El método de HPLC es cuantitativo, por lo que no corresponde a esta

prueba.

3.3. Cuantificacion del contenido de acidos clorogénicos (CQA) por HPLC, en

muestras de grano tostado de arabica (Coffea)

Toda la informacién se detalla en los siguientes apartados.

3.3.1. Origen y tipo de café tostado para la cuantificaciéon con el

método para analisis de CQA en HPLC para café tostado

La Unidad de Investigacion de la Gerencia Técnica del Icafe se encarga del
estudio y mejoramiento genético de las variedades de la especie Coffea arabica de
Costa Rica. Por lo tanto, constantemente solicita andlisis quimicos para la

caracterizacion del café que tienen en proyectos de investigacion.

Este departamento facilité al laboratorio quimico 25 tipos de café en grano
verde de la especie Coffea arabica, en cantidades de 100g cada uno para

cuantificacion con el método para anélisis de CQA en HPLC para café tostado de
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esta practica dirigida. Para esta seccién a cada tipo de café se le llamara muestra.

En el Cuadro 8 se observa la informacion de la localidad de las muestras y del tipo

de altura del cultivo de café.

Cuadro 8

Muestras realizadas de café tostado molido analizadas por el método verificado
para analisis de CQA en HPLC para café tostado

Cédigo Muestra Provincia Cantén
M1 Guanacaste Nandayure
M2 Cartago Turrialba
M3 Guanacaste Nandayure
M4-. Cartago Turrialba
M5 Cartago Turrialba
M6 Alajuela Grecia
M7 Alajuela Grecia
M8 Alajuela Grecia
M9 Alajuela Grecia

M10 Cartago Turrialba
M11 Alajuela Grecia
M12 Alajuela Alajuela
M13 Alajuela Alajuela
M14 Puntarenas Coto Brus
M15 Alajuela Alajuela
M16 Alajuela Alajuela
M17 Alajuela Alajuela
M18 Alajuela Grecia
M19 Alajuela Grecia
M20 Alajuela Grecia
M21 Alajuela Alajuela
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M22 Alajuela Alajuela

M23 Alajuela Alajuela
M24 Alajuela Grecia
M25 Alajuela Alajuela

3.3.2. Preparacion previa de cada café para la cuantificacion con el

método para analisis de CQA en HPLC para café tostado

Para tostar los granos de café se utilizé un tostador de granos de café marca
Probat, que tiene una capacidad de 130 g en 10 minutos para un tueste medio.
Ademds, posee 2 tambores o cilindros de tostado y dos valvulas de temperatura
(ver Anexo 4). El molino para moler granés de café tostado que se empled es marca
Bunn, modelo G3HDBLK, con capacidad maxima de 1kg en 2 minutos y una

capacidad minima de 10 g (ver Anexo 4).

En estos equipos se llevd a cabo un tueste y una molienda medios, que son
los niveles recomendados para conservar las propiedades organolépticas del café,
segun las recomendaciones del catador del Icafe (Icafe, 2014). El procedimiento de
extraccion para cada muestra de café tostado y molido se efectud de la misma

manera que en el punto 3.1.5 de este documento.
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3.3.3. Calculo de contenido de analito en las muestras de café de
tostado de rutina con el método para analisis de CQA en HPLC para café

tostado

El calculo del contenido de CQA para cada duplicado independiente de cada
tipo de café se llevé a cabo con el procedimiento descrito en el punto 3.1.7 de este

documento.

3.3.4. Analisis de los resultados para las muestras de café

recolectadas, con el método para analisis de CQA en HPLC para café tostado

Para los analisis estadisticos se tomaron los resultados de las
concentraciones en g/kg obtenidas para cada acido clorogénico individual de las 25
muestras de café tostado recabadas y se calculé el promedio, la desviacion
estandar, el valor minimo y el valor maximo. Asimismo, se llevé a cabo un grafico

de distribucion normal para cada acido clorogénico.

3.3.5. Comparacion de los resultados de las muestras de café tostado

realizadas con los parametros de desempeiio que declara la norma alemana

DIN 10767

Para verificar que las muestras cumplen con los parametros de desemperio
del método para analisis de CQA en HPLC para café tostado se prepararon
duplicados individuales para cada muestra y asi obtener la diferencia absoluta, la

cual, se compara con el limite de repetibilidad que declara la norma alemana DIN
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10767. Para esto, se graficaron las diferencias absolutas por cada acido clorogénico

y se comparo con el limite del Cuadro 2.
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Capitulo IV. Ventajas y desventajas de la practica dirigida

4.1. Ventajas

Durante la practica dirigida se obtuvo la ventaja de asistir al laboratorio
guimico del Icafe los sabados y después de la jornada laboral para utilizar el equipo
de HPLC, cuando normalmente se encuentra cerrado. Ademas, se tuvo acceso
directo al director de la practica dirigida para la evaluacion y asesoramiento de todo
el trabajo elaborado. También se tuvo disponibilidad de reactivos y materiales para
los analisis quimicos correspondientes, asi como el tiempo y espacio para elaborar

el trabajo escrito.

4.2. Desventajas

El laboratorio quimico del Icafe cuenta con un solo equipo de HPLC, el cual
se utiliza para diferentes analisis de calidad del café, entre ellos la determinaciéon de
azucares individuales, ocratoxinas y cafeina en café verde y tostado. Estas
determinaciones se hacen como servicio al cliente y son de rutina, por lo que son
prioridad para el laboratorio. La verificacion del método normalizado para el analisis
individual de acidos clorogénicos (CGA) en café en grano tostado de coffea arabica,
mediante HPLC, requirié tiempo de extraccién y analisis en el HPLC. Por este
motivo, se trabajo los fines de semana para no intervenir con el tiempo de analisis

de las otras determinaciones de rutina en el HPLC.
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El laboratorio quimico del Icafe estuvo en proceso de adquisicion de
consumibles del HPLC (como las guarda columnas y columnas cromatograficas),
durante esta practica dirigida. Sin embargo, no fue posible la compra, debido a que
el método de adquisiciéon de bienes y servicios cumple con un procedimiento de
licitacion por contar con fondos publicos, esto retrasa la obtencion de materiales.
Asimismo, la adquisicion de mas muestras de café frescas para llevar a cabo
repeticiones de datos para el objetivo 3 de esta practica no fue posible, por las

afectaciones que causo la COVID -19 en las actividades del laboratorio quimico del

Icafe.
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Capitulo V. Resultados y discusion

5.1. Resultados para comparar el orden de elucion de los compuestos de

acidos clorogénicos reportados por la norma alemana DIN 10767

El resultado obtenido en la comparaciéon del cromatograma de HPLC que
presenta la Norma DIN 10767 y el cromatograma obtenido en la optimizacion de la
metodologia es satisfactorio para una muestra de café tostado. Esto porque el orden
de elucién de cada acido clorogénico concuerda adecuadamente, ya que se
utilizaron las condiciones cromatograficas propuestas por la norma. En la Figura 9

se observan los dos cromatogramas.
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A. Cromatograma Norma Alemana DIN 17067
B. Cromatograma obtenido en la optimizacion del método.
Y. Absorbancia de longitud de ultravioleta.

X. Tiempo de lectura de analisis.

Figura 9
Comparacion de cromatogramas del andlisis de acidos clorogénicos en HPLC
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Fuente: A. Deutsche norm DIN 10767, 2015, B. Software Thermo Scientific Dionex Chromeleon 7,
Version 7.2 S. R 4.

Esta comparacion de cromatogramas de HPLC evidencia que las
condiciones cromatograficas que la norma DIN 10767 recomienda son
reproducibles para la optimizacion del método normalizado, para analisis individual
de acidos clorogénicos (CGA) en café de grano tostado de coffea arabica, mediante

HPLC.

5.2. Resultados para la optimizacién del método normalizado para analisis de

acidos clorogénicos (CGA) en café coffea arabica, mediante HPLC

Los resultados se presentan a continuacion.

5.2.1. Prueba de idoneidad para el sistema cromatografico de HPLC

Para la prueba de idoneidad del sistema, se obtuvo que la repetibilidad de las
areas de los picos cromatograficos estuvo menor al 2 % y el nimero de platos
tedricos fue mayor al 2000. El factor de asimetria fue menor al criterio de no mayor
a 2 y la resolucion es cero porque solo se valor6 el estandar 5-CQA. Los datos se
basaron en 10 inyecciones independientes del estandar 5-CQA. Estos limites se
fundamentan en las especificaciones de la farmacopea americana para la
evaluacion de sistemas cromatograficos de HPLC (Sanabria et al., 2017; Sierra y

Gomez, 2014) (ver Cuadro 9).

61



Cuadro 9
Resultados de la prueba de idoneidad del sistema cromatografico HPLC

Prueba de ldoneidad Estandar 5-CQA Criterio de Aceptacion™
Repetibilidad de areas 0,7 <2%
Numero de platos tedricos 69604 > 2000
Factor de Asimetria 1,17 <15
Resolucion 0 >1,5

*Criterio de aceptacion segun la farmacopea americana (Formulario Nacional, USP 35 21. NF 30,
The United States Pharmacopeial Convention Inc., 2012, p. 285).

5.2.2. Prueba de idoneidad para el método de analisis de HPLC

En el Cuadro 10 se observan los datos obtenidos para la prueba de idoneidad
del método de analisis del HPLC. Los datos se basaron en 10 extracciones
independientes de un mismo café tostado, cada extraccion se inyecté una vez en el
mismo dia. La repetibilidad de las absorbancias de cada acido clorogénico estuvo
menor al 2 % y el nUmero de platos tebéricos fue mayor al 2000. El factor de asimetria
fue menor al criterio de no mayor a 2 y la resolucion fue mayor a 2 para todos los
acidos, excepto para el acido 3-FQA y el 5-FQA fue de 2 igual al criterio de
aceptacion seguin las especificaciones de la farmacopea americana para la

evaluacion de sistemas cromatograficos de HPLC (Sanabria et al., 2017; Sierra y

Gbémez, 2014).
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Cuadro 10

Resultados de la prueba de idoneidad para la optimizacion del método
normalizado para anélisis individual de &cidos clorogénicos (CGA) en café de
grano tostado de Coffea arabica, mediante HPLC

Acido Clorogénico Parametro de Idoneidad
Repetibilidad de Platos tedricos Factor de Resolucién
areas Asimetria
3-CQA 0,33 5876 1,3 12
5-CQA 0,78 30407 1,4 3
3-FQA 0,04 28933 1,2 2
4-CQA 0,37 26287 1,3 20
5-FQA 0,07 39284 1,2 2
4FQA 0,04 48302 14 g
3-CQL 0,13 53959 1,2 4
4-CQL 0,10 80736 1,3 18
3,4-di-CQA 0,05 171697 1.5 3
3,5-di-CQA 0,05 175398 1,4 7
4,5-di-CQA 0,07 213514 1,3 0

Los parametros de idoneidad cumplen con las especificaciones basados en Farmacopea de los
Estados Unidos de América (Formulario Nacional, USP 35 21.NF 30, The United States
Pharmacopeial Convention Inc., 2012, p. 285), los cuales se describen a continuacion:
*. Desviacion de las areas <2 %
**: Platos tedricos > 2000
***: Factor de asimetria< 1,5
****. Resolucion de picos < 1,5
Los resultados del Cuadro 8 y el Cuadro 9 para la prueba de idoneidad del

sistema cromatografico y del método de analisis, muestran que son idéneos para

llevar a cabo la verificacion del método normalizado para analisis individual de
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acidos clorogénicos (CGA) en café de grano tostado de Coffea arabica, mediante

HPLC.

Estos datos cumplen con los criterios establecidos en la Farmacopea
América USP, que se utilizan para la validacién y verificacibn de métodos
cromatograficos de HPLC. Esto garantizé que se obtuvo una linea base estable y
cromatogramas con picos en el tiempo de retencién, altura, ancho y simetria
esperado. Lo anterior es ideal para la aplicacion del método normalizado para
analisis individual de 4cidos clorogénicos (CGA) en café de grano tostado de Coffea

arabica, mediante HPLC, en el laboratorio quimico del Icafe (Faife y Corea, 2009).

5.3. Resultados de la verificacion del método normalizado para el analisis
individual de acidos clorogénicos (CGA) en café en grano tostado de Coffea
arabica, mediante HPLC segun criterios del ECA-MC-C18 con la Norma

INTE-ISO/IEC 17025:2017

Los resultados se presentan a continuacion.

5.3.1. Resultados para la verificacion de los parametros de desempefio

de la norma alemana DIN 10767

Los resultados para la verificacién de la repetibilidad estuvieron por debajo
de los parametros de desempefio de la norma alemana DIN 10767 para todos los

acidos clorogénicos. Para esto se realizaron 6 muestras de café tostado por
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duplicados extraidos independientes y se calcul6 la diferencia absoluta entre las

réplicas de cada muestra (ver Figura 10).

03

—-— Diferencias Absolutas
02 —— Limite de Repetibilidad {g/Kg)

0'1 /\/\/\‘____
0 . N _— -

3.CQA S5.cQa 4-CQA 3FQA 5-FQA 4-FQA 3-cat 4CQl.  34d-CQA 2.5401-CQA 4,54I-CQA

Limite de Repetibilidad {g/kg)
Norma DIN 10767

Resultados para cada acido clorogénico (gikg)

: Criterios de aceptacion para la repetibilidad segun la Norma Alemana DIN 10767 para
cada acido clorogénico

BB Diferencia absoluta entre los duplicados independientes para cada acido clorogénico.
Figura 10
Comparacién del limite de repetibilidad de la norma alemana DIN 10767 y las
diferencias absolutas de muestras de café tostado

De acuerdo con lo anterior, se cumple con el parametro de desempefio para
la repetibilidad que propone la norma alemana 10767. Este debe cumplir con que la
diferencia absoluta entre duplicados independientes efectuadas a cada muestra de

café tostado no debe superar el valor del limite de reproducibilidad en un 5 % del

fotal de muestras analizadas.

La implementacion de este método normalizado para el analisis individual de
acidos clorogénicos (CGA) en café en grano tostado de coffea arabica, mediante
HPLC segun criterios del ECA-MC-C18 con la Norma INTE-ISO/IEC 17025:2017 en

el laboratorio quimico del Icafe, es importante para el sistema de acreditacion. Esto
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porque ayudara ampliar el alcance de la acreditacién y ofrecera mas prestigio al

laboratorio.

5.3.2. Verificacion de precision en términos de repetibilidad

En cuanto a los resultados de la verificacidon de la repetibilidad, el acido
5-CQA vy siete del resto de los acidos clorogénicos cumplen con el criterio de
aceptacion, el cual debe ser menor al 2 % de variacién. Sin embargo, los tres acidos
restantes 3-FQA, 4-FQA, 4-CQL y 3,5-di-CQA no cumplen con el criterio de

aceptacion menor al 2 % de variacion.

Los datos mostrados se basaron en 10 extracciones independientes de un
mismo café tostado, cada extraccion se inyectd una vez en el mismo dia. A partir de
esto, se grafican los datos de la repetibilidad calculada a partir del coeficiente de
variacion para cada acido clorogénico y se compara con el Limite Relativo de
Repetibilidad rrel, (%) del Cuadro 5. El Anexo 7 muestra las mediciones individuales
realizadas para cada réplica y los valores de los promedios de las réplicas. En la

Figura 11 se representan los datos en un gréfico.
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Acidos Clorogénicos (g/kg)

: Datos obtenidos de repetibilidad para el calculo del limite de repetibilidad de cada acido
clorogénico.

N Datos del Limite Relativo de Repetibilidad rrel, (%) reportados por la Norma DIN 10767.

Figura 11
Repetibilidad del método normalizado para el analisis individual de acidos
clorogénicos (CGA) en café de grano tostado de arabica (Coffea), mediante HPLC

La verificacion de la repetibilidad indica que el sistema cromatografico es
capaz de producir resultados precisos para los valores de acidos 3-CQA, 5-CQA,
4-CQA, 3-FQA, 5-FQA, 4-FQA, 4-CQL, 3-CQL, 3,4-di-CQA, 3,5di-CQA vy
4,5-di-CQA. Ademas, que los datos de repetibilidad obtenidos para cada acido
clorogénico (calculados como 4acido 5-CQA), son menores que el limite relativo de
repetibilidad reportado por la Norma DIN 10767, segun el Cuadro 4 (Deutsche Norm

DIN 10767, 2015).

Por lo tanto, la precisién del laboratorio es aceptable en condiciones de

repetibilidad, utilizando el mismo método, operador y equipo de andlisis para una
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misma muestra de café tostado analizada independientemente varias veces (Duffau

et al., 2010).

5.3.3. Verificacion de la precision en términos de precision intermedia

En cuanto a los resultados de la verificacion de la precision intermedia, el
acido 5-CQA y el resto de los acidos clorogénicos cumplen con el criterio de
aceptacion para Horrat, reportado por la Norma DIN 10767. En la Figura 12 se
observan los resultados para la precisién intermedia. Los datos se basaron en 10
extracciones independientes de un mismo café tostado, durante tres dias diferentes,

cada extraccion se inyectd una vez en el mismo dia.

Asimismo, se calculd y graficoé el P Horrat para cada acido clorogénico, el
cual se obtuvo segun el procedimiento descrito en el punto 3.2.2.2 y se compar6
con el Horrat de la Norma DIN 10767. En el Anexo 8 se muestran las mediciones

individuales realizadas para cada réplica.
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B Datos obtenidos de repetibilidad para el calculo del limite de repetibilidad de cada acido
clorogénico.

Datos Horrat reportados por la Norma DIN 10767.

Figura 12
Resultados de precision intermedia del método normalizado para el analisis

individual de acidos clorogénicos (CGA) en café de grano tostado de arabica
(Coffea), mediante HPLC

La verificacion de la precision intermedia indica que el sistema
cromatografico es capaz de producir resultados precisos para los valores de acidos
3-CQA, 5-CQA, 4-CQA, 3-FQA, 5-FQA, 4-FQA, 4-CQL, 3-CQL, 3,4-di-CQA,
3,5-di-CQA y 4,5-di-CQA. Esto destaca que el método para determinacion de acidos

clorogénicos es reproducible en intervalos largos de tiempo.
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5.3.4. Resultados de la verificacion de la veracidad (sesgo) y la

recuperacion

En el Cuadro 11 se observan los resultados de la verificacion de la veracidad

(sesgo). Esta se llevé a cabo con 10 muestras de café tostado fortificadas con una

concentracion de referencia de estandar de acido 5-CQA.

Cuadro 11

Resultados de la prueba t-student de evaluacion del sesgo para el acido 5-CQA
del método normalizado para analisis individual de acidos clorogénicos (CGA) en
café de grano fostado de Coffea arabica, mediante HPLC

Numero de réplica u observacion (n)

Resultado de la observaciéon (mg/L)

1

2

9
10
Valor de esperado o referencia:

Nivel de confianza (%)

para llevar a cabo la prueba:

Promedio:
Desviacién estandar:

Numero de observaciones:

Resultados estadisticos

38.61
38.28
39.29
42.87
40.25
36.86
36.57
36.32
41.24
35.65

38.90 mg/L

95

38.59 mg/L
2.35 mg/L

10
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Tcalculado 0.41
Valor de feiico @ Una cola 1.83

Valor de teiico @ dos colas 2.26

Tecritico: Valor obtenido de la tabla de distribuciéon de t-student, se determina para grados de
libertad de v =n-1, 1 y 2 colas y con un nivel de 95 % de confianza (ver Anexo 4).

La prueba de t-student para el andlisis de una cola determino que el promedio
de las 10 muestras de café tostado analizadas no es significativamente mas
pequeno que el valor esperado o de referencia, (tcal 0.41 < t it 1.83). Para el analisis
de dos colas se concluye que no existe diferencia significativa entre el promedio y
el valor esperado o de referencia (fcal 0.41 < t it 2.26). El sesgo obtenido para la

determinacion del acido 5-CQA es aceptable, por lo tanto, la veracidad es aceptable.

Para los resultados de la verificacion de la recuperacion del acido 5-CQA se
obtuvo un valor minimo de 90.1 % y un maximo de 107.2 %, con un promedio de
97,7 y una desviacion estandar de 4,7. En la Figura 13 se aprecian los resultados
de recuperacion y en el Cuadro 10 se observan los datos obtenidos para la prueba
basada en la tabla de recuperacién de la AOAC vy la prueba f-student. Los datos se

basaron en 10 cafés tostados que se extrajeron con y sin adicién de estandar.
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Figura 13
Veracidad y recuperacion del método normalizado para el analisis individual de

acidos clorogénicos (CGA) en café de grano tostado de Coffea arabica, mediante
HPLC

En el Cuadro 12 se observan los datos obtenidos para la verificacion de los
criterios de aceptacion de la veracidad y la recuperacién. Se realizaron 10
recuperaciones y se obtuvo el promedio para comparar con la tabla recuperacion
AOAC y también se calculo la desviacion estandar de las desviaciones para obtener

el tcal para la prueba t-student.

Cuadro 12

Valores obtenidos para las pruebas de verificacion del parametro de recuperacion
para el acido 5-CQA del método normalizado para analisis individual de acidos
clorogénicos (CGA) en café de grano tostado de Coffea arabica, mediante HPLC

Valor Numérico Obtenido Criterio de Aceptacion Prueba Realizada

97.70 % 90 %-107 % Tabla Recuperacion ACAC
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feat 1,542 < tqit2,262 tcal < et prueba t-student

*Valor obtenido de la tabla de distribucién de t-student, se determina para grados de libertad de v =
n-1, 2 colas y con un nivel de 95 % de confianza (ver Anexo 4).

Fuente: Elaboracién propia con base en informacién de Duffau ef al. (2010).

El estudio de la recuperaciéon para el acido 5-CQA en el método normalizado
para analisis individual de acidos clorogénicos (CGA) en café de grano tostado de
arabica (Coffea), mediante HPLC, ayudé a determinar el grado de coincidencia del
valor obtenido con el valor real aceptado. Esto permitié observar el rendimiento del
método analitico en cuanto a la extraccién y la cantidad de acido 5-CQA existente
en la muestra de café tostado para un promedio de 97.70 %. Lo anterior cumple los
criterios de aceptacién propuestos segun la literatura para la validacién de métodos

analiticos (Duffau et al., 2010).

5.3.5. Verificacion de la linealidad, el limite de deteccidon y el limite de

cuantificacion

En los resultados de la verificacion de la linealidad para el acido 5-CQA, el
coeficiente de correlacion fue de 0,9999, los limites de deteccion y cuantificacion
fueron respectivamente 1,38 mg/L y 4,61 mg/L, los datos se muestran en el Cuadro
13. Los valores obtenidos son el promedio de 10 curvas de calibracion del estandar

5-CQA. En la Figura 14 se muestra la curva de calibracion que se obtuvo en esta

verificacion.
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Cuadro 13

Resultados de los parametros que definen la linealidad del método normalizado
para el analisis individual de &cidos clorogénicos (CGA) en café de grano tostado
de arabica (Coffea), mediante HPLC

Parametro Simbolo Promedio (mg/L)
Limite de Deteccion LD 1,38
Limite de Cuantificacion LC 4,61
Coeficiente de Correlacion r2 0,999
Pendiente m 0,493
Intercepto b 0,179
100 y =0.493x + 0.179
= Rz =0.999
=
= Lt
z
2 50
=
w
= 25
0
0 100 200
Concentracion (mg/L)
Figura 14

Representacion grafica de la curva de calibracion para el estandar 5-CQA, se basé
en el promedio de 10 curvas de calibracién

La prueba de linealidad garantiza que el método normalizado para el anélisis
individual de acidos clorogénicos (CGA) en café de grano tostado de coffea arabica,
mediante HPLC, esta en capacidad de dar resultados instrumentales proporcionales
a la cantidad de cada uno de los acidos clorogénicos en el café. Por lo tanto, no se

necesita ningln ajuste.
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La determinacion del limite de cuantificacion y deteccion para el Laboratorio
Quimico del lcafe es indispensable para indicar al cliente hasta donde se puede
detectar y cuantificar el acido 5-CQA. En este caso la deteccion es de 1,38 mg/L y
la cuantificacion es de 4,61 mg/L, fuera de estos limites el laboratorio puede reportar

un resultado como no detectable o no cuantificable.

5.3.6. Resultados de la verificacién de la especificidad

Las pruebas realizadas para evaluar la especificidad del sistema demuestran
que el método es capaz de detectar y cuantificar el acido 5-CQA sin ninguna
interferencia .(.(")memark y Magnusson, 2014). Ademas, se compararon de los
cromatogramas del solvente, estandar y muestras del método normalizado para
analisis individual de acidos clorogénicos (CGA) en café de grano tostado de coffea

arabica mediante HPLC para el acido 5-CQA (ver Figura 15).
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T

Tiempo de analisis (90 min)

A. Cromatograma con solo el solvente del método, agua y metanol en una proporcién 50:50.

B. Cromatograma utilizando el estandar acido 5-CQA.
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C. Cromatograma inyectando una muestra de cafe tostado.

Figura 16
Prueba de verificacion de la especificidad del método

La prueba de especificidad mostré que el sistema cromatografico tiene la
capacidad de ser selectivo en el analisis del analito sin presencia de interferencias
que afecte el resultado, esto se observa en la Figura 12. Por lo tanto, para el método
normalizado para el analisis individual de acidos clorogénicos (CGA) en café de
grano tostado de coffea arabica, mediante HPLC, no existen interferencias

significativas que afecten en la matriz que se utiliza (Faife y Corea, 2009).

5.3.7. Resultados de la verificacién de la incertidumbre
Los resultados de la verificacion de la incertidumbre expandida segun la
ecuacion de Horwitz-Thompson fueron satisfactorios, esto porque se encuentran

entre los datos de incertidumbre reportada por la norma alemana DIN 10767. Los

datos se representan en la Figura 16.
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Verificacién realizada para la incertidumbre a partir de la ecuacién de Horwitz, para el
desarrollo del método normalizado para analisis individual de acidos clorogénicos (CGA) en café de
grano tostado de arabica (Coffea) mediante HPLC.

Incertidumbres a partir de la ecuacion de Horwitz reportadas por la norma alemana DIN
10767.

Figura 16

Comparacion de los resultados de incertidumbre segun la ecuacion de
Horwitz-Thompson obtenidos y los resultados de incertidumbre reportados por la
norma alemana DIN 10767

En cuanto a los resultados de la verificacion de la incertidumbre expandida,
segun la desviacion estandar de reproducibilidad también fueron satisfactorios, esto
porque se encuentran entre los datos de incertidumbre reportados por la Norma

Alemana DIN 10767. Los datos se representan en la Figura 17.
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B erificacion de la incertidumbre a partir de la desviacion estandar de reproducibilidad
realizada para el desarrollo del método normalizado para analisis individual de acidos clorogénicos
(CGA) en café de grano tostado de arabica (Coffea) mediante HPLC.

: Incertidumbres a partir de la desviacion estandar de reproducibilidad reportadas por la
norma alemana DIN 10767

Figura 17
Comparacion de los resultados de incertidumbre obtenidos segun la desviacién
estandar de reproducibilidad y los resultados de incertidumbre reportados por la
norma alemana DIN 10767

Asimismo, se llevd a cabo una verificacion de la incertidumbre del método
normalizado para el andlisis individual de acidos clorogénicos (CGA) en café de
grano tostado de coffea arabica, mediante HPLC (ISO 17025). Este método es parte

normalizado (norma alemana 10767), por lo que el calculo de la incertidumbre ya

esta previsto (Ornemark y Magnusson, 2014).

La norma alemana 10767 especifica dos calculos diferentes de la

incertidumbre, los cuales se detallaron en la Figura 16 y la Figura 17. Los valores
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de incertidumbre obtenidos para esta practica dirigida son aceptables, porque estan

por debajo de los valores reportados por la norma.

5.4. Resultados para la cuantificacion de muestras recabadas con el método
normalizado para analisis individual de acidos clorogénicos (CGA) en café

de grano tostado de coffea arabica, mediante HPLC

Los resultados se muestran a continuacion.

5.4.1. Cuantificacion de muestras café en grano tostado

Los valores obtenidos para la cuantificaciéon de acidos clorogénicos en 25
muestras de café en grano tostado estuvieron entre 8,15 y 13,75 g/kg del acido
5-CQA, con un promedio de 11,31 g/kg de 5QA y con el valor mas alto de desviacion
estandar (1,51), en comparacidén con los otros clorogénicos. Los datos obtenidos
para el valor minimo o maximo se calcularon para observar el rango de
concentraciones para cada acido clorogénico. En el Cuadro 14 se detallan los
resultados para los otros acidos y en el Anexo 11 se observan todos los valores

obtenidos de la cuantificacion de cada acido.

Cuadro 14
Calculo de la media, desviacion estandar, el valor minimo y maximo para cada
acido clorogénico cuantificados en 25 muestras de rutina de café tostado molido

Acido Clorogénico Promedio Desviacion Estandar Minimo Maximo
5-CQA 11,31 1,51 8,15 13,75
4-CQA 5,26 0,74 3,82 6,50
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3-CQA
3-FQA
5-FQA
4-FQA
3-CaL
4-cQL
3,4-di-CQA
3,5-di-CQA

4 5-di-CQA

4,01
0,15
0,77
0,26
2,13
0,74
0,24
0,21

0,45

0.65
0,13
0,32
0,17
0,32
0.28
0,16
0,14

0,22

2,79
0,00
0,13
0,00
1,30
0,03
0,00
0,00

0,00

5,05
0,44
1,24
0,56
2,52
1,18
0,63
0,59
0,90

5.4.2. Analisis estadistico de la cuantificacion de muestras de café en

grano tostado

En la Figura 18 se muestran los resultados en el estudio de distribucion

normal realizado para cada acido clorogénico. En el analisis de las 25 muestras

recabadas de café tostado Coffea arabica, el acido con mayor concentracion es el

acido 5-CQA, el cual representa el 44 % aproximadamente de la suma de todos los

acidos y es el compuesto mas representativo en el grano de café.

A continuacién, los acidos 4-CQA y 3-CQA presentan el 21 % y 16 %

aproximadamente, de manera respectiva, ya que son isomeros del acido 5-CQA

que se forman durante este proceso. El acido 3-CQL representa el 8 % de la

concentracion del total de acidos clorogénicos, esto sucede por el proceso de tueste

del café, lo que provoca que los CGA se hidrolicen y se transformen en

quinolactonas de acidos clorogénicos (Marin y Puerta, 2008).
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El resto de los acidos clorogénicos 3-FQA, 5-FQA, 4-FQA, 4-CQL,
3,4-di-CQA, 3,5-di-CQA, 4,5-di-CQA presentan concentraciones por debajo del
1 g/kg y rangos de valores mas pequefios en comparacion con 5-CQA, 4-CQA,
3-CQA y 3 -CQL. Este comportamiento también se observa en los datos reportados

por la norma alemana DIN 10767 (Deutsche Norm DIN 10767, 2015).
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Frecuencia (f)

Rango de valores (kg/g)

Frecuencia de valores segun el rango para cada acido clorogénico

B Distribucion normal de cada acido clorogénico.

Figura 18
Distribucion para cada acido clorogénico cuantificados en 25 muestras recabadas de café tostado molido
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5.4.3. Diferencias absolutas de los duplicados de cada muestra de café
en grano tostado para cada acido individual comparado con el limite de

repetibilidad de la norma alemana DIN 10767

Las diferencias absolutas de los duplicados de las muestras de café en grano
tostado en la cuantificacion de acidos clorogénicos no cumplen en algunos casos
con el limite de repetibilidad de la norma alemana DIN 10767 (ver Figura 19). Segun
la norma se debe cumplir con que la diferencia absoluta entre duplicados
independientes efectuadas a cada muestra de café tostado no debe superar el valor
del limite de reproducibilidad en un 5 % del total de muestras analizadas. Sin

embargo, mas del 5% de las 25 muestras analizadas no cumplen con este

parametro de desempefio.

Por lo tanto, se considera muy estricto este criterio de la norma alemana DIN
10767 y el laboratorio quimico del Icafe se basara en el estudio que se llevo a cabo
en el punto 5.3.2 de la verificacion de precision en términos de repetibilidad. Al
finalizar las 25 muestras de café tostado se deseaba analizar mas muestras, pero
la columna cromatografica comenzd a presentar ineficacia y sintomas de que estaba
sucia. En el momento de llevar a cabo la practica dirigida el laboratorio quimico del

Icafe no contaba con un guarda columna.

Un guarda sirve para proteger la columna cromatografica de componentes

de las muestras que pueden ser retenidos por la fase estacionaria de la columna
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cromatografica como los compuestos hidrofébicos. Esto afecta el rendimiento y

eficiencia de la columna (Thermo Scientific, 2010).

Los componentes del café, como las grasas, proteinas, etc., pueden afectar
la eficiencia de la columna, si no se lleva a cabo un manejo adecuado de la muestra
antes de inyectarse al HPLC (Carral, 2011). Se utilizaron filtros de membrana de 45
pMm, sin embargo, estos se saturan bastante rapido. Como se menciond, se siguioé
el procedimiento de la norma alemana DIN 10767, el cual no provee ningun

tratamiento previo de limpieza de la muestra (Deutsche Norm DIN 10767).

Como se explico en el apartado 4.2 de este documento, no fue posible
adquirir una nueva columna cromatografica durante la elaboracién de esta practica
dirigida. Tampoco se efectud una limpieza inmediata debido a la falta de reactivo de
metanol grado HPLC. Cuando se logré obtener el reactivo de metanol, se llevé a
cabo el proceso de limpieza, la columna se instalé en sentido inverso y se lavé con

metanol a un flujo de 0,2 ml durante toda la noche (Phenomenex, 2010).

Sin embargo, no se analizaron nuevamente las muestras de café tostado
pendientes, ya que se envejecieron durante el tiempo que la columna
cromatografica estuvo fuera de funcionamiento y no fue posible para el laboratorio
quimico adquirir mas muestras frescas. Por esto, se procedi6 a trabajar con solo el

grupo de 25 muestras.
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Figura 19
Comparacion del limite de repetibilidad de la norma alemana DIN 1076 para cada acido clorogénico y las

diferencias absolutas de muestras de café tostado



Capitulo VI. Conclusiones

Al finalizar la investigacion se obtuvieron resultados satisfactorios que
permitieron optimizar el método normalizado para analisis individual de acidos
clorogénicos (CGA) en café en grano tostado de Coffea arabica. Esto mediante la
técnica de cromatografia liquida de alta resolucion, de manera que las condiciones

de este se aplicaron como lo recomienda la norma alemana DIN 10767.

La optimizacion del método no lanzd ningun cambio significativo en la
aplicacién del método normalizado para analisis individual de acidos clorogénicos
(CGA) en café en grano tostado de Coffea arabica. Asimismo, se llevo a cabo la
verificacion del método normalizado para el acido 5-CQA y se comprobd que cumple
con los criterios de veracidad (sesgo), precision, linealidad, limites de deteccién y
cuantificacion, sensibilidad (pendiente), especificidad, recuperacién y estimaciéon de
la incertidumbre, descritos en el ECA-MC-C18, en la Norma INTE-ISO/IEC
17025:2017. El criterio de robustez queda pendiente para su analisis posterior fuera

de esta practica dirigida.

Por otra parte, se llevd a cabo la verificacion de los parametros de precision
(repetibilidad y presion intermedia) e incertidumbre para los acidos 3-CQA, 4-CQA,
3-FQA, 5-FQA, 4-FQA, 4-CQL, 3-CQL, 3,4-di-CQA, 3,5-di-CQA y 4,5-di-CQA,
calculados como acido 5 CQA. Estos se describen en el ECA-MC-C18, en la Norma

INTE-ISO/IEC 17025:2017.
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Ademas, se cuantifico el contenido de acidos clorogénicos de muestras de
café en grano tostado, recibidas en el laboratorio quimico del Icafe del periodo
2019-2020, con el método normalizado para analisis individual de acidos
clorogénicos (CGA) en café en grano tostado de Coffea arabica. La determinacion
de cada acido se calculd por medio de los coeficientes de extincibn de cada

compuesto con respecto al Acido 5-CQA.

Por ultimo, se concluye que los resultados en la cuantificacion de acidos
clorogénicos presentan mayor concentracién para los acidos 5-CQA, 4-CQA vy
3-CQA. El acido 5-CQA es el principal en concentraciéon en los granos de café, el
tueste del café provoca que aumente la concentraciéon de los isomeros 4-CQA vy
3-CQA, también provoca la formacién de los compuestos 3-CQL y 4-CQL, los cuales

presentaron concentraciones considerables.
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Capitulo VII. Recomendaciones

Se recomienda adquirir los estdndares de los acidos clorogénicos que no se
verificaron en este estudio y llevar a cabo la verificacion del analisis individual de
acidos clorogénicos (CGA) en café de grano tostado de Coffea arabica. Esto

mediante HPLC para la matriz en el grano de café en verde para esos compuestos.

Se aconseja llevar a cabo la verificacion del método normalizado para analisis
individual de 4cidos clorogénicos (CGA) en café de grano tostado de Coffea arabica.
Esto mediante HPLC para la matriz en el grano de café en verde, ya que es otra

necesidad que tiene el laboratorio quimico del Icafe.

Se recomienda efectuar una cuantificacion de las concentraciones de los
acidos clorogénicos individuales en café verde y de café tostado para comparar las

diferencias de los resultados debidas al tueste en el grano de café.

Se aconseja adquirir una precolumna o guarda columna para el método
normalizado para analisis individual de acidos clorogénicos (CGA) en café de grano
tostado de Coffea arabica, mediante HPLC, ya que los otros componentes del café
obstruyen la columna con el paso del tiempo. Por lo tanto, es preferible considerar
algun procedimiento de limpieza de la muestra o dilucién antes de inyectarla al

HPLC y validar nuevamente el método.
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Se recomienda utilizar el método normalizado para analisis individual de
acidos clorogénicos (CGA) en café de grano tostado de Coffea arabica. Esto

mediante HPLC para el estudio de variedades y origenes de café.
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mu;;ﬂ:gu Ansice A LC- 067 L e
extraceion buado- LD BT mol Verdaos y Reusa No. 33601
liguido MINAE-S AR 2018-11-07
Las terminos LD y LE se reheren a Limie oe Deleccon y Limie ge € . respechvameante.

"Se refieren a actvidades que se realzan lanlo en instalaciones fi)as como en Campo O n 1as mstalacones

del chente
£5 5 w m
laboralono.
Matnz Producto a anafites o Ln;;t;:a’mmﬁlo 9 [ Reterencia & metodo
ensayar propiedad medir y ks o da normalizado y técnica usada
Lratamiento de B
muestra
SMEWW-APHA-AWWA-WEF |
10608; Volumétnco
AQuas y aguas ICAFE-A-01. NA - 5 —_
1£510U3KS Muestreo Simpke Vendoa y R ll@ﬂmﬂel' lasnlﬁ
MINAE-SA. R 2018-1-07
CARE- A1 SMEWW-APHA-AWWA-WEF
Mueslreo compuesio 10608,
A3635 ¥ 3Quas 3 pany ge NA Cork "'“;'“m i
residuakes Submueslras de Rglament
iumen cnsere e
a MINAE: 2018110
-AWWA-
1
Aguas y aguas ICAFE-IA-02: - ers dbcecl < N
residuakes Cauwaa Versdos y R !gmma 13601-
M% R 201%-uH07

Los terminos LD ; LC se reberen 3 Limde g Detecoon y Limite de C

. rREDECDvamante.

Esta pupkcacn contene o alcance que aciaimente se encuentra ACREDITADO ante of ECA. para este Organamo de Evatacon oe la

Cenformidad. uncaments par los ilems.

aQu: de=orl




E".& : ALCANCE DE LA ACREDITACION Y CERTIFICADO DE ECAMRDRE0! .
C :

[ Eecha de ewada o |
ACREDITACION i Versaon

Focha

2021.01.06

Se modffica el ascance de acreaMacion debo & ia
frans:con a i norma INTE-ISOVEC 170252017,
Ademas, se actuskza & documenio a versson 06 y pama af
metodo de ensayo ICAFE-A-DS se cambia & método
NOMaiZado por método modiicaco.

01.08 2017

Se modiica en & aicance el Ambilo de medicon de &
oot alua.

20.04 2017

Be MOGIBCaA GICANCE OED00 3 proceso de evakmcon de
2017,
Se actualiza aho de ia nooma

28.02.2017

Se modihca en el alcance el LD para al ensayo de Séhdos|

19.12.2016

achualiza aicance segun BEAMP-P04-104

12.01.2016

e actuaizs referencia odl aicance ECA-MP-POS-FO1 |

VO3

24.022015

Be actuaiza referencia odl aicance ECA-MP-POS-FO1 |
voz

23102814

Be actuakza referencia del aicance ECA-MP-POS-FO1 |
Vo1

7307 3014

Be modibca B columna de Especlicacion. referenca al
metodo y 18cnica usada. para todo el alcance acreditado.
Se moddica el amito de rabao para el Ensayo Quimico
0e Agua y Aguas Resduales - Determinacion ge
Demanda Quimsca de Oxigeno

26.032013

Se modfica el numero de verssn de 10s Melodos de
referencia

07.032013

Modmcacion de aicance en el Ambito de rabajo para el

eNS3y0 08 BQUAS y JQuIS resCulles u pH.

Ampliar esta tabla de ser necesario

Estz puslicacion confiens = sicancs gus sciuaiments se encuettra ACREDITADO arte e ECA. para este Orgar:sme de Evaiuaoon ce la
Cenformicac

P desst
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Anexo 2

gelcafe

Longitud de onda (v
Loe

Validacion de
Curvas de Calibracion

Consecutio: (Fecha ardlsis)

Alcanca de 3 cura e c3libracdn
Fechs de preparasor
Elaborade por

Referencia a daws onginaes:
Datos para Ia curva de calibracion
Calir Abscrbancs
mgl
0.000 000000
2.0000 9.90000
2.0000 9.00000
2.2009 00000
0.0000 000000

Cutos procesados

1.00000

Curva de calibracion de xx

0.80000

0.80000 <+ — —

0.70000 —

0.60000 - -

0.50000

£0.40000

=0.30000 - e

£0.20000 -

20.10000 —

Concentracion de xx

2000000 e
1

Senziente (m) S0NO!
intercesto [b) =D D!
S, 2.0
£ (5.) #£DNO! Parametros de desempefo de la curva
¥ Eromedio 2000 Farimetrp Valer
Nomero g2 pares (x ¥ 5 ICoeicinte de comelacon (1 oWV
S, 0 iCoefciante de demrminacion(r'k SOV
5., ] |Limite de o0 (mo/L): =0l
Sa #DN.0! imite de cuantificacion (mgl): = DIVil!
5. OV D! E : #0005
sb s0N O
F-03-ICAFE-PL-OT S
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Anexo 3

Cromatografo liquido de alta resolucion, HPLC

Marca: Termo Scientific/Dionex
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Anexo 4

Tabla de distribucion t-Student

. 3478 | 6314 | 12708 | 31821 | ;aes7
2 1886 | 2920 | 5303 | 6965 | 9.925
3 1638 | 2353 | 3.182 | 4541 | 5.841
F] 1533 | 2332 | 2776 | 3.747 | 4.604
s 1476 | 2015 | 2.57% | 3365 | 4.032
3 1340 | 1943 | 2847 | 1143 | 3707
7 1415 | 1895 | 2355 | 2998 | 3499
] 1397 | 1.860 | 2.305 | 2896 | 3.355
3 1383 | 1833 | 2262 | 2821 | 3.350
10 1372 | 1812 | 3235 | 2768 | 3169

1 1363 | 1796 | 220 | 2718 | 3.106
n 1356 | o.9m2 | 2175 | 2681 | 3.055
[E] 1350 | 3971 | 2.160 | 2650 | 3012
14 1345 | 1761 | 312 | 2628 | 2977
15 1341 | 1753 | 3155 | 2602 | 2947
16 1337 | 1746 | 2126 | 2583 | 2921
7 1333 | 1980 | 2090 | 2567 | 2898
15 1330 | 1734 | 2.:0: | 2552 | 2878
19 1325 | 1.729 | 2295 | 2538 | 2861
20 1325 | 1725 | 2286 | 2528 | 2845
21 1323 | 3721 | 2080 | 2518 | 1831
n 1321 | 1717 | 2.074 | 2508 | 2819
23 1315 | 1.714 | 2.069 | 2500 | 2807
24 1318 | 1711 | 2064 | 2392 | 2707
b3 1316 | 1.708 | 2080 | 2285 | 2787
26 1315 | 1.706 | 2.056 | 2479 | 2779
7] 1333 | 1703 | 3gs2 | 2473 | 2771
28 1313 | 2700 | 2223 | 2267 | 2763
29 1311 | 1699 | 2025 | 2262 | 2756
30 1310 | 1.697 | 222 | 2257 | 2750
30 1303 | 1684 | 2023 | 2423 | 2704
&0 1256 | 1671 | 2000 | 2390 | 2660

120 1259 | 1.658 | 1980 | 2358 | 2617

= 13232 | 1645 | Lsea | 2326 | 2576

Duffau, B., Rojas, F., Guerrero, |, Roa, L., Rodriguez, L., Soto, M., Aguilera, M. y Sandoval, S
(2010). Validacion de métodos y determinacion de la incertidumbre de la medicion: Aspectos
generales sobre la validacion de métodos.



Anexo 5

Tabla de recuperacion

100 100% 98 ~-102
1 1% 97 -103

0,01 100 ppm 90-107

-_

0,000001 10 ppb 60-115

: Dub _

Duffau, B., Rojas, F., Guerrero, |., Roa, L., Rodriguez, L., Soto, M., Aguilera, M. y Sandoval, S
(2010). Validaciéon de métodos y determinacion de la incertidumbre de la medicion: Aspectos
generales sobre la validacion de métodos.
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Anexo 6

Equipo de tueste y molienda de café del Icafe

Equipo a Equipo b

Equipo a. Molino para granos de café tostado, marca Bunn.

Equipo b. Tostador de granos de café marca Probat.

106



Anexo 7

Resultados de verificacion de repetibilidad del método de analisis de CGA en café

tostado mediante HPLC en g/kg

Réplica 3-C 5-C 4-C 3FQ 5FQ 4FQ 3C 4C 34-di-C 35di-C 4,5di-C
s QA QA QA A A A QL QL QA QA QA
1 4.28 12.6 534 033 078 042 208 09 0.57 0.42 0.65
2 4.26 1%.4 532 035 078 041 209 092 0.56 0.40 0.65
3 4.29 1(()).5 532 034 077 042 209 093 0.58 0.43 0.66
4 4.27 1(;.5 536 033 081 043 2.09 0.00 0.57 0.42 0.66
5 4.31 1%.5 534 035 078 040 210 ” 0.57 0.43 0.66
6 4.38 1(()).7 542 035 079 042 208 091 0.58 0.43 0.68
7 4.35 1(()).7 537 034 077 041 206 090 0.57 0.43 0.67
8 4.32 1%5 534 035 077 040 209 092 0.57 0.42 0.66
9 4.38 1%.7 542 035 077 040 214 094 0.58 0.44 0.68
10 4.24 1%.4 532 035 078 039 209 089 0.56 0.43 0.66
X{(g/kg) 4.31 1%.5 536 034 0.78 041 209 0.81 0.57 0.42 0.66
o} 0.05 0.1 0.04 0.01 001 001 002 0.31 0.01 0.01 0.01
0% 113 103 075 210 168 3.13 1.00 31.5 1.25 2.57 1.61

X (g/kg): promedio de las réplicas en unidades de gramos sobre kilogramos para cada acido
clorogénico.

0: Desviacion estandar de las réplicas para cada acido clorogénico.
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d %: Desviacion estandar en porcentaje de las réplicas para cada acido clorogénico.

*: Dato eliminado con una prueba Q.

Prueba Q

Prueba Q para eliminar datos discordantes (perdidos). Nivel de conflanza 95 %

n Valores obtenidos
1 0.91
2 0.92
3 0.93
4 1.07
5 0.98
6 0.91
7 0.90
8 0.92
9 094
10 0.89

Resuiltados del analisis (prueba estadistica)

Dato discordante (dato por eliminarse): 1.07
Valor del dato mas cercano al dato discordante: 0.98
Valor maximo: 1.07
Valor minimo: 0.89

Nivel de confianza para la prueba (%): 95

Numero de observaciones: 10
Q calculado: 0.53
Q critico (de la tabla): 0.47

Resultado de la prueba: El dato puede eliminarse.
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Anexo 8

Resultados de verificacion de precision intermedia del método de analisis de CGA

en café tostado mediante HPLC en g/kg

Analisis Dia 1

Analisis Dia 2

Analisis Dia 3

>0

OO

> O M

>ONPH >OTMP

rOoOe

rooP

»00P »O00O¢

2 345867

w o

© S

e

-

© e

4 5 6 7 8

-

»~ o

» o

© e

oo

NN

-

2 3 456 7 8

-
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3, 0000 0 0. 0 0 0 0. 00 0 0 0

4- . . 6 . . 7 .. . .

d 7 7 7 7 7 6 6 6 77 77 7

C

Q

A

3, 00 0O 0 O 0 0 0 0. 00 00 0

5- . . 4 . .. 5 . . . .

d 5 5 5 6 6 4 4 4 5 5 6 4 6

C

Q

A

4, 00 0O 0 0. 0 0 0 0. 00 0 0 0

5- . . 6 . .o 8 . . . .

d 8 8 8 8 8 7 77 8 8 8 6 8

C

Q

A
CGA X 0 % CV % CV H P Horrat
3-CQA 44 0.1 25 4.5 0.5
5-CQA 10.7 0.3 2.9 4.0 0.7
4-CQA 54 0.1 25 44 0.6
3-FQA 0.4 0.1 15.0 6.4 2.3
5-FQA 0.8 0.1 16.0 5.8 2.8
4-FQA 0.5 0.1 17.4 6.3 2.8
3-CQL 22 0.1 3.6 5.0 0.7
4-CQL 1.0 0.1 7.9 5.6 1.4
3,4-di-CQA 0.7 0.1 10.1 6.0 1.7
3,5-di-CQA 0.5 0.1 14.9 6.3 2.4
4,5-di-CQA 0.7 0.1 9.1 5.9 1.5

X: Promedio de todas las réplicas. o: Desviacion estandar de las réplicas. % C. V: Coeficiente de
variacién de las réplicas. % CV H: Coeficiente de variacién de Horwitz para precisién intermedia. P

norraT: Parametro de HORRAT. *: Dato eliminado con una prueba Q, segin Anexo 7.
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Anexo 9

Resultados de la veracidad y recuperacion del acido clorogénico 5-cqa para el

método de analisis de CGA en café tostado mediante HPLC

Valor medio de

——— concentraciones
# (mg/L)
1 29,550
2 18,318
3 28,386
4 26,328
5 56,383
6 32,297
7 44,525
8 27,539
9 14,416
10 30,893

Concentracion Tedrica
Adicionada
(mg/L)
20,406
38,665
38,475
38,570
20,406
19,285
41,800
20,406
38,570

20,406

Promedio de
adiciones

(mg/L)
48,965
55,885

65,978

64,134 -

76,649
51,456
86,209
48,138
55,763

52,835

Recuperacion

%
95,15
97,16
97,71
98,02
99,31
99,34
99,72
100,94
107,20

107,53

Cn tedrica: Concentracion del analito 5-CQA en mg/L, adicionada a las muestras analizadas.

Cn real o recuperada: Concentracion recuperada del analito 5-CQA en mg/L, en las muestras
analizadas.
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Anexo 10

Resultados de diferencias absolutas de réplicas con parametro de desempefio de

repetibilidad en g/kg

Acido 3C 6&6C 4C 3F 6b&F 4-F 3-C 4-C 34-di- 3,5-di-  4,5-di-
Clorogénico QA QA QA QA QA QA Q. QL caA CQA CQA
r 0,20 030 0,24 005 0,1 0,07 0,09 0,08 0,06 0,06 0,05
# Muestra Diferencias Absolutas de Réplicas
1 003 0,1 005 0,00 003 0,00 003 0,01 0,01 0,00 0,01
2 0,02 005 003 000 003 0,00 004 005 0,00 0,00 0,01
3 009 024 0412 0,01 0,04 002 004 003 0,02 0,02 0,01
4 0,04 0,14 0,07 001 0,02 0,03 0,14 0,04 0,00 0,00 0,00
5 0,01 003 002 0,00 0,01 0,01 0,07 0,00 0,00 0,01 0,01
6 0,18 027 0,21 0,01 003 002 0,04 002 0,02 0,01 0,03

r: limite de repetibilidad segun la Tabla 3 de la norma alemana DIN 10767.

112



Anexo 11

Comparacioén de resultados de diferencias absolutas de réplicas con el parametro

de desempenio de reproducibilidad en g/kg

3-CQ 5CQ 3FQA 4-CQ S5FQA 4-FQA 3-CQL  4-CQL 3,4-di- 3,5-di- 4,5-di-
A A A CQA CQA CQA

R 0,48 1,26 0,26 0,80 0,84 0,66 1,52 0,44 0,31 0,27 0,17
X # X # X # X # X # X # X # X # X # X # X #

D

i

a

t 2 0 7 0 0 0 3 0 0 0 o0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1
5 0 4 4 0 0 4 0 3 2 0 2 7 0 5 0 0 t 0 0 1 4
9 1+ 9 2 0 9 8 6 3 6 0 2 2 7 1 4 0 2 0 7 O

2 2 40 7,0 090 3 090 0 0 0 1t 0 0 0 0 0 0 0 0, 00
5 1.0 2 0 0 4 11t 5 0 2 0 7 1 5 2 1 0 0 0 2 7
8 8 6 9 9 6 2 9 9 4 2 4 9 1 4 6 2 5 7 6 3

3 2, 0 7,0 0 0 3 0 0 0 0 o0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 02
71+ 3 1+ 1t 1 6 1 6 3 2 2 9 1 8 2 1 1 1 1 3 0
6 7 6 3 5 5 2 3 3 1 7 7 0 8 0 9 7 7 2 2 0

R: limite de reproducibilidad segun la Tabla 3 de la norma alemana DIN 10767 en g/kg. X:

promedio de los duplicados independientes de cada dia. #: diferencia absoluta en g/kg entre el

promedio del dia1y 2,2y 3y 1y 3respectivamente.
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Anexo 12

Resultados obtenidos para las muestras de café tostado analizadas en g/kg

4,5-di-
CQA

3,5-di-
CQA

3-FQA 4-FQA 5-FQA 3-CQL 4-CQL 3,4-di-

4-CQ
A

5-CQA*

3-CQ

CQA

< NN~
< 0 <

=Z2o

114



Y]

=<

too®
<+ - <

= a N
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M 2 2 9 9 3 3 0 0 0 0 0 o0 1t 1 0 0 0 0 0 0 0, 0
2 8 7 3 00 9 7 0 0 0 0 1 1 6 6 2 1 0 0 0 0 0 O
5 7 2 2 6 0 0 0 07 5 7 4 1 8 0 0 0 0 0 O

*Acido principal en concentracién de los granos de café.
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