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1.  Resumen.

El &cido clorogénico es uno de los componentes del café cuya concentracion
es mayor en el grano sin tostar. En su estructura quimica se encuentra un
grupo fendlico, dichos grupos poseen poder antioxidante con lo que se
disminuye fa probabilidad de rancidez, y asi aumentar la vida de anaquel de
fos alimentos con alto contenido en grasa. El interés en éste trabajo es el de
obtener el 4cido clorogénico a partir del grano verde de café, y comprobar
dicha actividad sobre aceites. La extraccion se probd con agua caliente,
purificando con cloroformo y acetato de etilo. En cada paso se realizé
cromatografia en capa fina y espectrofotometria ultravioleta para verificar la
presencia del compuesto en estudio. La actividad del &cido clorogénico
extraido se compar6 con antioxidantes como el BHT, BHA y &cido clorogénico
comercial. Obteniendo como resultado un extracto con aito contenido de &cido
clorogénico y demostrando su efecto antioxidante sobre aceite esencial de
naranja.

2. Objetivos.

El presente trabajo tiene como finalidad desarrollar un método de extraccion y
purificacion del acido clorogénico, presente en el grano verde de café, asl
como evaluar su posible actividad como antioxidante.



3. Introduccion.

La conservacion de los productos alimenticios es una preocupacién del
hombre desde tiempos muy remotos, los alimentos con alto contenido en
grasas, estan sujetos a diferentes tipos de oxidaciones que acurren en forma
simultanea. La cual inicia desde et momento que el lipido es extraido de 1a
célula animal o vegetal de 1a que proviene, y la velocidad de rancidez depende
de las condiciones bajo las cuales se encuentra el alimento como son:
temperatura, oxigeno, luz, humedad, presencia de catalizadores y estructuras
quimicas de los lipidos constituyentes.

El problema de la oxidacion de los lipidos es un aspecto imporiante en la
conservacion de alimentos, especialmente cuando fos productos oxidados
traen consigo un olor o sabor desagradable.

El sabor inherente a productos de oxidacion puede estar por debajo de
una ppm, y las perdidas econémicas pueden ser considerables debido a 1a
acumulacidén de estas substancias no deseadas. Por lo que se utilizan
diferentes tipos de antioxidante con el propésito de retardar 6 prevenir este
proceso,

Los antioxidantes usados cominmente son sintéticos, y la posibilidad de
sus efectos toxicdlogos ha sido tema de estudio en los ultimos aos,
despertando asi el interés de preparar antioxidantes naturales mediante una
extraccion, purificacién y fraccionacién. Ciertamente, no hay una confianza
absoluta de que una fraccion 0 un compuesto aislado de un alimento natural
sea seguro; sin embargo, si se tienen seguridad de que un antioxidante
obtenido de esta manera es un compuesto natural de un alimento que ha sido
consumido por miles de aflos y no un compuesto sintético.(1)

La importancia de esta investigacion reside en dos puntos
principalmente:
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El primero de ellos, es que se ha demostrado que el &cido caféico, presente en
varias semillas oleaginosas tienen un poder antioxidante; este &cido se
encuentra también en el grano tostado de café, el cual, en este caso es
producto de la hidrélisis acida que sufre el acido clorogénico durante el
proceso de tostado; por lo que suponemos, que este Gltimo puede presentar un
mayor poder antioxidante, ya que cuenta con una estructura fenélica mas. El
segundo punto es el de darle otro enfoque tecnoldgico y econdmico al café con
el fin de utilizar los excedentes que existen de éste.



4. Antecedentes

4.1 Definicion y clasificacién de Lipidos.

lL.a palabra lipido proviene del griego /ipos. Es un grupo de compuestos
generalmente constituidos por carbono, hidrégeno y oxigeno, que inlegran
cadenas hidrocarbonadas alifaticas o aromaticas, aunque en ocasiones
también contienen fésforo y nitrégeno, existen varias definiciones sobre la
naluraleza de los lipidos, pero la mas antigua es la que se da por su
solubilidad; definiéndolos como “Sustancias insolubles en agua pero solubles
en disolventes organicos”.

Los lipidos desempefan importantes y diferentes actividades biologicas;
tales como partes estructurales de membranas celulares y de los sistemas de
transporte de diversos nutrimentos, otros son vilaminas, pigmentos v
hormonas, también actian como aislantes naturales en el hombre y en
animales, ademéas de ser una importante fuente de energia ya que son
capaces de proporcionar el dobfe de fas calforias que se obtienen a partir de
fos carbohidratos o las proteinas.

Las grasas y los aceites son los principales lipidos que se encuentran
en los afimentos, contribuyendo a la textura y en general a fas propiedades
sensoriales del producto, La principal diferencia genérica que existe entre los
aceites y las grasas, es que las primeras son liquidas a temperatura ambiente,
mientras que las grasas son solidas en fas mismas condiciones. Esta
distincién es muy relativa, ya que la temperatura ambiente dependeré de la
zona en que se encuentren, Generalmente, los aceites son de origen vegetal,
mientras que las grasas son de origen animal. (2,3)

En forma general los lipidos se clasifican en; (4)
1. Lipidos simples: ésteres de &cidos grasos y alcoholes
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» Grasas y aceites: ésteres de glicerol con acidos monocarboxilicos.
0 (.H2 — 0 — E —  Acido Graso
I |
Acido Graso —C — O — CH &
CHy — O — C — AcidoGraso
Il
0
« Ceras: ésteres de alcoholes monohidroxilados y &cidos grasos.

Alcohol de Cadena Larga — CH, — O — € — Acido Graso
I
0

2. Lipidos compuestos: lipidos simples conjugados con moléculas no lipidicas
« Fosfolipidos: ésteres que contienen 4acido fosférico en lugar de un 4cido
graso, combinado con una base de nitrégeno.

0 CH?_ — O — C — Acido Graso
I | !
Acido Graso —C — O — CH 0
|

|
CHy— O0— P —0—R
I

R = colina, lecitina, serina, inositol
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« Glicolipidos: compuestos de carbohidratos, &cidos grasos y esfingosina
pero no contienen acido fosforico, también lamados cerebrosidos.

0 - Acido Graso
|
Carbohidrato - O - CH,)- CH-CH-CH-CH - (Cl‘"lf) ) 1 Cl l}
- l ~ - -

NH2

« Lipoproteina: compuestos de lipidos y proleinas.

3. Lipidos derivados. Substancias derivadas de los lipidos simples o de
compuestos pero con propiedades generalmente de lipidos.

+ Acidos grasos.
CH3--~ (CH2)n —  COOH

» Esteroles.

HO



« Vitaminas liposolubles.

U\ \\’/ N \\ - /

Vitamina A

- CH ()H

Vitamina £

« Pigmentos: los carotenoides son los tipicos representantes de fos

pigmentos liposolubles.




4.2 Quimica de grasasy aceites.

Como se indico, las grasas y los aceites constituyen los lipidos mas
abundantes e importantes en el estudio de los alimentos;, ambos grupos estan
constituidos por practicamente un 100% de Triglicéridos, l0s que a su vez son
ésteres de dcidos grasos con glicerol. La concentracion, Ia longitud de la
cadena de las moléculas, del grado de insaturacion, del isomerismo
geométrico en los 4cidos grasos insaturados Yy de la posicién de la doble
ligadura respecto al grupo carboxilo, dan lugar a las diferentes caracteristicas
fisicas y quimicas de las grasas y de los aceites.

Tradicionaimente, los acidos grasos se definieron como dcidos
monocarboxilicos de cadena alifatica con nimero par de dtomos de carbono,
(de 4 a 24) que podian ser saturados o insaturados, sin embargo se han
identificado &cidos ramificados, ciclicos, hidroxilados con numero non de
atomos de carbono, efc., de tal manera que en la actualidad se conocen mas
de 400 localizados en los tejidos animales y vegetales, asi como en ciertos
microorganismos, pero por la baja concentracién de algunos de ellos no
toman importancia en las caracteristicas de los productos que los contienen,
por lo que su numero se reduce considerablemente, resaltando por su
importancia 14 que se dividen en acidos grasos saturados e insaturados; los
cuales generalmente se encuentran esterificados integrando  los
triacilglicéridos y cuando se llegan a encontrar en estado libre es por una
posible hidrélisis del enlace éster, los que se muestran enla Tabla 1.

4.3 Deterioro de Lipidos.

El término rancidez se utiliza para describir los diferentes mecanismos a
través de los cuales se alteran los lipidos, las grasas y los aceites,
produciendo compuestos volatiles que imparten olores y sabores
desagradables, ademas de una reduccién en el valor nutritivo del alimento,
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esto se debe, a que el eniace éster de los acilgliceridos es susceptible a ia
hidrélisis quimica o enzimatica, y a que los 4cidos grasos insaturados son
sensibles a reacciones de oxidacion. Este deterioro se ha dividido en tres
grupos de reacciones.

4.3.1 Rancidez hidrolftica o Lip6lisis.

La degradacion lipidica se debe a la accién de enzimas lipoliticas, lipasas y a
la presencia de altas temperaturas y de catalizadores, asl como al tipo de
acidos grasos, . distribucion y geometria de las dobies ligaduras y de la
concentracion de agua; sobre ios enlaces ésteres de los triacilgliceridos de
las grasas, liberando asi, acidos grasos y glicerol que se caracterizan por
producir un sabor “jabonoso”. Es muy notable en alimentos que contienen altas
concentraciones de acidos voldtiles de cadena corta (C4 - C12) como los
productos lacteos. éin embargo, en alimentos con &cidos grasos con cadena
larga, (que son la mayorfa de las grasas y aceites de la industria alimentaria),
no se percibe la rancidez hidrolitica ain cuando exista actividad de las
enzimas.

A diferencia de otras reacciones enzimaticas, la lipélisis se
puede efectuar en condiciones de actividad acuosa muy baja, como la que
prevalece en la harina de trigo; esto se debe a que, sl ios triacilglicéridos estan
en estado liquido, tienen una gran movilidad y se puede asi favorecer el
contacto con la lipasa y provocar la reaccion. (2,5)



Nomobre trivial
Butirico
Caproico
Caprilico
Laurico
Miristico
Palmitico
Estedrico
Araquidico

Nombre trivial
Palmitoleico
Oleico
Linoleico
Linolénico
Araquiddnico
Vaccenoico

Acidos grasos saturados (1)

Nombre cientifico

Butanoico
Hexanoico
Octanoico
Dodecanoico
Tetradecanoico
Hexadecanoico
Octadecanoico
Eicosanoico

Formula
CH3(CH2)2CO0H
CH3(CH2)6COOH
CH3(CH2)8CO0OH
CH3(CH2)10CO0H
CH3(CH2)12CO0H
CH3(CH2)14COQH
CH3(CH2)16CO0H
CH3(CH2)18COOH

Acidos grasos insaturados (1)

Nombre cientifico
Hexadeca-9-enoico
Octadeca-9-enoico
Octadeca-9:12-dienoico
Qctadeca-9:12:15-trienico

Formula
C15H29CO0H
C17H33CO0OH
C17H31COOH
C17H29COOH

Ficosa-5:8:11:14-tetraenoico C19H31COOH

Octadeca-11-enoico

Tabla 1. Principales Acidos Grasos.
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4.3.2 Rancidez oxidativa o Autooxidacién.

Las reacciones de oxidacion de los lipidos se dividen en dos grupos
principales (2):

« Accion directa del oxigeno sobre las dobles ligaduras de los acidos grasos
insaturados (autooxidacion).

« Accion enzimética de las lipoxigenasa y del alcohol deshidrogenasa (2).

Autooxidacion.

A su vez las reacciones de autooxidacién se han dividido en dos (3).

« La oxidacion de los 4cidos grasos poliinsaturados que dan productos
polimerizados; y

» La oxidacion de los &cidos grasos moderadamente insaturados que
producen compuestos volatiles impartiendo olores y sabores
desagradables.

La Autooxidacién es una de las transformaciones mas comunes de los
alimentos que contienen grasas y otras substancias insaturadas, recibe este
nombre ya que €s un mecanismo que genera compuestos que a su  vez
mantienen y aceleran la reaccion. En la autooxidacion, los primeros productos
son inodoros e insipidos; a temperaturas mas elevadas y/o a niveles méas altos
de oxidacion, se puede presentar diversos compuestos que imparten sabores y
olores desagradables. (3, 5).

Los compuestos que se producen, la intensidad, asl como la forma de
oxidacion, dependen en gran parte, de las condiciones de oxidacion tales
como temperatura, presencia de catalizadores como son el hierro y el cobre,
estado de dispersion de la grasa, tipo de &cidos grasos presentes, distribucion
de dobles ligaduras, concentraciones de oxigeno disponible, presencia de
peréxidos provenientes de grasas oxidadas, oxidacion de sulfitos, al igual que
el agua disponible de cada el alimento (2, 3, 5).
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Se puede observar que san vatios los factores que ayudan a que se
lleve acabo esta reaccion autocatalitica, y que en combinacion tienen un
efectointenso.  Se conoce que su mecanismo es de forma de cadena, es
decir la degradacion de los lipidos no se puede detener una vez iniciada, que
funciona a través de la reduccidn de radicales libres y que tiene un gran
nimero de derroteros; sin embargo para efectos didacticos se considera que
se lleva a cabo esencialmente en tres etapas: iniciacion, propagacion vy
terminacion, de acuerdo con ef cuadro 1 (2, 3).

Iniciacion RH < R4+H RADt(:,AL TIBRE
Propagacion R + 02 = ROO RADICAL
HIDROPEROXIDO
ROO' + RH o R'+ ROOQH HDROPEROXIDO
Terminacion R’ + R o RR COMPUESTO ESTABLE
R" + ROO <  ROOR
ROO" + ROOR' &  ROOR+O02
2RO" + 2ROO’ =  2ROOR +02

Cuadro 1. Mecanismo de oxidacion de Lipidos.

Iniciacién: Durante esta etapa, se sustrae uno de los atomos de hidrégeno
adyacente a la dable ligadura (fig. 1), forma&ndose un radical libre al cual el
oxigeno se puede unir faciimente.

-CH2-CH=CH - -—ﬂ; -CH-CH=CH- -i(—)g» QH-CH=CH-
0-0
Sitio de oxidacién Radical libre de Radical libre de
4cido graso peroxidos

Fig. 1. Reaccién de iniciacién.



La reaccion de iniciacion es catalizada principaimente por 1a presencia de
metales, oxigeno, luz, y temperatura, aunque cuando el oxigeno tiene una
corifiguracién electronica de singulete, puede unirse directamente al acido
insaturado sin la previa formacion de radicales libres; produciéndose asi los
correspondientes hidroperéxidos.

Propagacion: Ei radical hidroperéxido reacciona con nuevos acidos grasos,
formando mas radicales libres conlo cual se propaga la reaccion (fig. 2).

- (?H ~CH=CH-+ -CH2-CH=CH- -——» Ql- CH=CH- + -CH-CH=CH-
0-0 0-0-H
Radical libre Sitio de oxidacion Hidroperoxido  Radical libre
acido graso

Flg. 2. Reaccién de propagacion.

Terminacion: Se da a través de reacciones de condensacion de los radicales
libres dando lugar a compuestos muy estables.

Las reacciones de descomposicion de los hidroperéxidos formados en
la etapa de propagacidn producen diferentes compuestos como perdxidos,
aldehidos, cetonas, 4cidos, epéxidos.'pollmems y cetoglicéridos; algunos de
los cuales, son los responsables de las propiedades sensoriales de las grasas
oxidadas. Fig. 3, (1, 2). Ademads de su descomposicion los perdxidos tienen la
capacidad de interaccionar con otros constituyentes de los alimentos como
proteinas y pigmentos reduciendo asi su valor nutricional (2).
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HIDROPEROXIDOS
1% @ 4 N T

Segunda  Polimerizacion Ruptura  {eshidratacién  Reaccion  con
ofras

oxidacion dobles ligaduras
3 3 i3 3 3
Diperéxidos Dimeros Aldehidos Cetoglicéridos Epoxidos
4 8 Cetonas
Acidos
Polimeros  Polimeros de
Alto peso
molecular

Fig. 3. Substancias producidas a partir de hidroperdxidos.

Debido a que varian el ntimero y la concentracion de los &cidos grasos
que pueden contener las grasas, resulta muy dificil estudiar su oxidacion en
conjunto, por lo cual se emplean sistemas modelo de un solo acido graso. Por
ejemplo en la fig. 4 se muestra el mecanismo de oxidacion de| 4cido linoléico.
Siendo el metifeno del grupo 1-4 pentadieno ( def carbon 11) el que presenta
sus dos hidrégenos altamente activados por la influencia de los dos dobles
enlaces adyacentes; esto hace que la energia de un foton sea suficiente para
producir un radical (R ) al actuar sobre uno de los hidrégenos. Debido & su
distribucién electrénica inestable (I), se transforma rapidamente en dos
hibridos de resonancia conjugados méas estables (ll) y (Ill) en equilibrio que,
en presencia de oxigeno, genera los correspondientes radicales hidroperéxidos
(ROO ; IV y V), finalmente, estos Uitimos pueden interactuar con un 4cido
graso insaturado (RH) y producir dos hidroperéxidos (ROOH; IV y Vil), y
ademas regenerar el radical (R').



~CH=CH-CH2-CH=CH-
13122 11 10 9
(RH)

|

-CH=CH-CH-CH=CH- ()
(R)
4 \
&

¢y -CH-CH=CH-CH=CH- <«—> -CH=CH-CH=CH-CH- (lIl)

¢ o, %oz

-CH=CH- CH= CH - CH -
V) .CH-CH=CH-CH=CH- o
|

S et o) B

R
-CH-CH=CH-CH=CH- (W) -CH=CH-CH=CH-CH- (V)
| |
0 0
| |
OH OH

Fig. 4. Mecanismo de oxidacién del dcido linoleico.

Oxidaci6n por Lipoxigenasas.

Las enzimas efectlian una oxigenacion, adicionando dos atomos de oxigeno a
cada molécula de &cido graso, con lo que se forman hidroperoxidos cis-trans
Opticamente activos (fig. 5), que causan los mismos problemas que en ia
autooxidacion. Los sustratos especlficos de Ia enzimas son los 4cidos grasos
insaturados con un minimo de una unidad de cis-cis-1,4 pentadieno y no
actian sobre acidos grasos con sistemas conjugados de insaturacion, ni con
aquellos que tienen dobles ligaduras en posicion trans. (2) |
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CH3~(CH2}4 - CH = CH-CH=CH - ?H = (CH2)7 - COOH

OOH AN
CH3=(CH2p —= CH = CH- CH2- CH = CH - (CH2)7 = COOH
00t e
I

CH3 - (CH2@ ~ CH - CH=CH- CH=CH~- (CH2)7 - COOH

Figura &. Accion de las enzimas Lipoxigenasas.

4.4 Determinaci6n de la intensidad de oxidacion.
Es imprescindible llevar a cabo una adecuada determinacion de fa oxidacion
de los lipidos en la industria, ya que, de esto dependera, la calidad sensorial,
quimica y fisica del producto terminado. Debido a lo anterior se requieren
métodos sistematicos para la determinacion de la descomposicion de grasas y
aceites. Por desgracia no existe ninglin método fisico o0 quimico que se pueda
correlacionar perfectamente con la evaluacion sensorial.

A continuacidn se describen brevemente algunos de ios métodos mds
comunes:
4.4.1 Eveluacion sensorial,
La acumulacién de substancias de bajo peso molecular provenientes de la
descomposicién de ias reacciones de oxidacién, producen olores y sabores
caracteristicos de ia rancidez que suelen ser desagradables. En la industria o
laboratorios se requiere de un panel de jueces entrenados para evaluar estos
olores y sabores caracteristicos de las muestras en estudio o proporcionadas,
los resultados obtenidos se analizan utilizando modelos estadisticos
especificos con el fin de concluir si existe el atributo sensorial conocido como
rancidez.
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Una de las limitaciones de este procedimiento es que durante las
primeras etapas de la rancidez no se perciben olfativamenie sus efectos, ya
que se forman peréxidos, los cuales no proporcionan olor u olores; cuando se
identifica el olor a rancio, la reaccion generalmente se encuentra ya avanzada.

4.4.2 Métodos Quimicos.

4.4.2.1 Indice de peréxidos.

El indice de peroxido esta fundamentado en la capacidad de los perdxidos,
productos de la oxidacién de las grasas, de oxidar el ion yoduro del Ki y
producir yodo que se valora con una solucién de tiosulfato; también se puede
emplear oxido ferroso y cuantificar el ion férrico formado.

Este procedimiento, aunque es el método mas comtin para determinar la
oxidacion de las grasas, tiene varias limitantes, la primera es que los
hidroperoxidos generalmente reconocidos como peréxidos son los primeros
productos que aparecen con la oxidacién de los lipidos, los cuales, por su
inestabilidad, estan sujetos a reacciones secundarias de degradacion, lo que
limita a este método a realizarse s6lo en las primeras etapas.

La segunda limitante es que este método no puede ser utilizado para la
determinacién de indices de peréxidos muy pequefios, por la dificuitad de
observar el punto final durante la evaluacion; sin embargo, existe una variacién
sustituyéndola por una técnica electroquimica, en dénde el yodo liberado se
reduce en un electrodo de platino, logrando determinar indices en el rango de
0.06 & 20 megq sobre Kg.

Como tercer limitante tenemos que el yodo a titular puede ser liberado
de dos maneras diferentes: La absorcién del yodo desprendido por las
insaturaciones del material lipidico, y la que es a partir de la solucién de
yoduro de potasio por la presencia de oxigeno.
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Como ditima limitante estan las variaciones en el peso de la muestra,
tipo de solvente usado y condiciones de reaccién tales como el tiempo y la
temperatura. (2, 6, 7)

El método de la AOAC es el que mas se emplea y el que generalmente
se usa para efectos comparativos.

4.4.2.2 Método del dcido tiobarbitirico.

Este método se fundamenta en la reaccion de condensacion entre dos
moléculas de TBA con una de malonaldehido en la que se produce un
“compuesto cromdgeno de color rojo cuya concentracion se determina
espectroscdpicamente a 530nm fig. 6 (2).
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Figura 6. Reaccién del TBA con malonaldehldo.

El método de TBA se puede realizar de dos maneras diferentes:
1.- Apiicando a los alimentos en forma directa después de eliminar todos sus
pigmentos.
2.- Enlafraccion del alimento que se obtiene por una destilacion con vapor.

Se ha demostrado que Ia prueba dei 4cido tiobarbitirico es la técnica
mas confiable en el andiisis del desarrolio de la reaccién de oxidacién de las
grasas (8).



El procedimiento adolece de algunas fallas. Primera: No siempre se
forma el dialdehido malonico, ya que generalmente sélo provienen de los
aceites que contienen los acidos linolénico y araquidénico. En segundo iugar,
el TBA en ausencia aldehido, también produce compuestos de color amarillo
con otros derivados de la oxidacion de las grasas. La tercer falla es que la
presencia de sacarosa y de acidos interfieren en la determinacion. Por titimo,
al existir proteinas reduce la concentracion del compuesto cromogeno, ya qgue

estas reaccionan con el malonaldehido (2).

4.4.3 Métodos Fisicos.

4.4.3.1 Espectroscopia Infrarrojo.

La Espectroscopia infrarrojo es una evaluacion Uil para la identificacion de
grupos funcionales no usuales y para el estudio de 4cidos grasos con dobles
enlaces trans. Gracias a la transformaciéon continua de los compuestos
formados durante la oxidacion, la Espectroscopia infrarrojo nos ayuda a seguir
el curso del deterioro de las grasas y los aceites (7).

O'Connors menciona que la aparicién de bandas a 2.93 m indican la
formacidn de hidroperéxidos, la de 5.72 m la formacién de aldehidos, cetonas
0 acidos, la desaparicién a 3.2 m indican el reemplazo de un hidrogeno de un
doble enlace por otro radical, probablemente seftalando una polimerizacién. La
formacion de enlaces conjugados se presenta con cambios en las bandas de
laregion de 10 a 11 p (7).

4.4.3.2 Polarografia

Los métodos polarogréficos se han utilizado para la cuantificacién de perédxidos
en grasas; pues se ha encontrado una relacién lineal entre la altura de la onda
registrada y el indice de peroxidos, en las primeras etapas de la oxidacién.
Ademas de que con el polarografo se puede identificar perfectamente las
estructuras -0O-O- y -O0H dando buenos resultados (7).
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4.4.3.3 Cromatografia de gases.

El uso de los cromatdgraios de gases es mas comun en muestras simples
como 10s aceites vegelales, con este método fisico lo que se obtiene es la
separacion y la identificacion de cada uno de los productos de la oxidacion de
fos lipidos con el fin de obtener un sistema modelo y asi entender el

mecanismo del proceso de deterioro.

4.5 Antioxidantes.

Existen numerosas clases de aditivos alimenticios usados para satisfacer

diferentes objetivos, una de esas clases es la de jos antioxidantes, que,

posiblemente son los mas importantes debido a que tienen un amplio uso en
una alta proporcion en los miles de productos alimenticios que existen en el
mercado.

De acuerdo con una definicion muy general los antioxidante son
"Substancias capaces de retrasar, retardar, o prevenir el proceso de oxidacion”
Los antioxidantes alimenticios, basicamente los encontramos divididos en (4).

« Acidos (y sus sales y ésteres), tales como el a Ascorbico y Citrico, usados
en la proteccion de la oxidacion del color en camnes y frutas y otros
alimentos susceptibles a este tipo de oxidacién.

» Compuestos fenolicos ( naturales y sintéticos), tales como butithidroxianisol
(BHA) y tocoferoles, los cuales inhiben la oxidacion relacionada con las
grasas y aceites de los alimentos (4).

Desde hace cincuenta afios 0 mas, cientos de substancias derivadas en su

mayoria de fuentes vegetales han sido probadas como antioxidantes para las

grasas y aceites de los alimentos. Tales substancias naturales exhiben efectos
antioxidantes significativos y algunas veces son encontrados como més

efectivos que la mayoria de los antioxidantes fendlicos sintéticos. Emanue! y

LyasKovskays (9) revisando antioxidantes y sinergistas para inhibir la
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oxidacion de grasas, incluyeron un nimero de substancias naturales tales
como goma de guayacol, taninos, especias y bilirrubina, mostrando su
efectividad en la grasa de |os alimentos como antioxidantes.

4.5.1 Antioxidantes artificiales.

La mayoria de los antioxidantes artificiales usados comunmente en la industria
alimentaria, estan constituidos por un anillo aromatico insaturado y un grupo
hidroxilo que funciona como donadores de electrones 0 atomos de hidrégeno
(2, 3). La potencia de cualquiera de estos aditivos se pueden alterar si se
modifica su estructura quimica afnadiendo cierto grupo activo dentro del nucleo
aromatico (3). Sin embargo, es muy importante tomar en cuenta la longitud y
ramificacion de la cadena de atomos de carbono usados como sustituyente del
grupo aromatico ya que si estos son demasiado grandes, provocaran
impedimento estérico.

4.5.1.1 BHA

Uno de los mas comunes por su uso es el Butilhidroxianisol 3- terbutil-4-
hidroxianisol, comercialmente se conoce como BHA, que consiste en una
mezcla de 2-terbutil-4-metoxifenol y 3-terbutil-4-hidroxianisol.

OCH 3

C(CH 3)3
OH

Peso molecular 180.25
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Es de color blanco o figeramente amarillento, sélido céreo, de olor débil
caracteristico, funde de 48 a 63°C. Es insoluble en agua es muy soluble en
grasas, alcoholes y propillen glicol. Es efectivo en aceites vegetales, pero es
mejor en manteca u otras grasas animales. La accion antioxidante de! BHA
crece con la concentracion arriba de 0.02% y permanece aproximadamente
igual en niveles altos. Este antioxidante es débil, pero muestra una accion
sinergistica alta cuando se usa con galato de propilo o con el &cido
nordihidroguayarético, este antioxidante no se destruye facilmente en medios
béasicos y esto se debe de tomar en cuenta para alimentos horneados
alcalinos. El BHA cuando se usa en bajas concentraciones no da olores
indeseables o sabores desagradables a los alimentos; tiene un valor de DL50
(dosis letal media) oral para ratas de 2.2g/Kg, con la ventaja de que es
eliminado rapidamente por el cuerpo humano, aproximadamente un 80% en 24
horas (10).

4.5.1.2 BHT
E! hidroxitolueno butitado conocido como BHT, es el 2,6 diterbutil-4-metitfenol.

OH
~ C(CH
(H 3C )4C / (CH4)4q

C H 3

Peso molecular 220.30

Este es otro antioxidante sintético utilizado inicialmente en productos de
petréleo y hoy en dia se encuentra en productos allmehticios. El BHT es de
color bianco cristalino, su puntos de fusién es de 70°C, y su punto de ebullicién
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de 265°C. Es insoluble en agua, pero si en tolueno, metano, etano, etil, metil
cetona, benceno y otros solventes mas de hidrocarburas. No da ningtn olor,
sabor, color a los alimentas; tiene un DLS0 oral para ratones de 1.04 g/Kg,
pero en el organismo humano lo absorbe en pequefias cantidades, en los
atimos afios se han publicado diversos trabajos que demuestran su efecto
téxico, por lo que algunos palses estan considerando si lo siguen empleando o
no (10).

4.5.1.3 TBHQ

El antioxidante artificial TBHQ 6 2,5-Diterbutilhidroquinona, fue aprobado para
aplicarlo en alimentos en el aflo 1972 en los Estados Unidos. Este aditivo
ofrece una mayor proteccion que el BHA y el BHT en aceite poliinsaturados
como en los de girasol y los de cartamo ya que es mas soluble en agua y
necesita sistemas con poca agua. No sufre decolaracion en presencia de sales
de hierro y su solubilidad en grasas es buena (2).

OH
(H,C),C 4 C(CH4)4

OH

4.5.2 Antioxidantes naturales.

Los grupos de compuestos naturales que han sido estudiados por sus
propiedades antioxidantes son:

« Aminoacidos y protelnas.

» Tocoferoles

o Acido Ascérbico

Compuestos Fenélicos
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4.5.2.1 Aminodcidos y proteinas.

De los aminodcidos, aquellos con mayor actividad antioxidante son las que
contienen grupos sulfhidrilo, pues generalmente los tioles, son reconocidos
como agentes que bloquean la propagacion de radicales libres; sin embargo,
se ha demostrado que todos los aminodcidos poseen cierta actividad en
algun sistema.

La cisteina a logrado inhibir la oxidacion catalizada por hemoproteinas
en aceites comestibles al reaccionar con hidroperoxidos del acido linoléico.
Desafortunadamente la principal desventaja de la cisteina es que su cadena
- CH2 - SH, al descamponer los hidraperéxidos, forman compuestos
carbonilicos que pueden conducir a un oscurecimiento no enzimatico del
alimento.

En cuanto a la actividad antioxidante de proteinas se sahe que algunas
de ellas & hidrolizados proteicos inhiben la autooxidacion de la vitamina A
(11).

4.5.2.2 Tocoferoles.

Los tocoferoles se encuentran distribuidos en todo el reino vegetal, son
conocidos como antioxidantes naturales; sin embargo, esta actividad no es la
misma para sus diferentes isdmeros ya que el gamma-tocoferol es mas
efectivo que el alfa-tocoferol, ademas, debido a su larga estructura molecular,
que ocasiona un gran impedimento estérico, su actividad antioxidante es débil.
Sin embargo se ha demostrado que la actividad de ellos dependen de la
temperatura; as! a temperaturas bajas (25-35°C) los tres compuestos muestran
aproximadamente fa misma actividad, pero a 95°C el gama tocoferol es mas
activo que e! alfa tocoferol. La actividad de los tocoferoles no se destruye
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completamente por cocimiento por lo que se wusa para productos
homeados (10,11).

El grupo de los tocoferoles vy 1a lecitina, integran los antioxidantes
naturales mas importantes que se encuentran en los lipidos, pero que se
pierden durante la refinaci6n de los aceites comestibles (2).

4.5.2.3 Acido Ascérbico

El cido Ascdrbico o el 2,3-dieno-1-gulo-furanolactona, componente cristalino
que funde con descomposicién cerca de los 160 °C, es insoluble en grasas,
éter, cloroformo; soluble en agua, y ligeramente en alcoholes. Es muy estable
al aire cuando esta seco, es un gran sinergista con los Tocoferoles y
antioxidante sintéticos como el BHA y el BHT (10). Su actividad es muy
variable, dado que en algunos sistemas actlia como prooxidante y en otros
como antioxidante. En general, esta accion esté determinada por el potencial
de 6xido-reduccion del sistema (11).

4.5.2.4 Compuestos fenélicos.

Los antioxidantes Fendlicos, como las (isoflavonas, daidzelna, gliciteina,
quercetina) al igual que los 4cidos: caféico que proviene de la hidrdlisis del
4cido clorogénico, ferdlico y cumarico, se presentan en semillas oleaginosas
como la soya, el cacahuate, el algodén, el cacao, el café, entre otras (2,9,11).
La extraccion de los compuestos fenélicos puede hacerse bien sea de sus
harinas desgrasadas o de sus concentrados proteinicos, empleando agua
caliente o disolventes orgénicos como el metanol, el éter etilico, el etanol etc.
siendo éstos Gitimos los mas efectivos (11).

Los compuestos mencionados  generaimente se encuentran en
concentraciones hajas y su efectividad como antioxidante en el propio
alimento es muy pobre; por esta razon, en muchos casos es preciso recurrir a
sustancias sintéticas mas potentes (2).
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4.5.3 Mecanismo de accion de los antioxidantes.

Desde que Bolland (9) mostré que la autooxidacion de grasas y aceites
progresa a lo largo de una reaccion en cadena de radicales libres, muchos
estudios sobre los mecanismos de la accion de los antioxidantes se han
realizado. La quimica de la degradacion de las moléculas antioxidantes
durante e} curso de la autooxidacién de las grasas y aceites es importante
para aclarar ia accion de los antioxidantes y de los efectos sinergistas de los
compuestos que potencian su accidn.

Existen dos categorias fundamentales de compuestos que se utilizan para
evitar el deterioro oxidativo de los lipidos: fos donadores de protones y los
secuestradores. Entre los primeros estan el BHA, el BHT, TBHQ y el galato de
propilo; éstos no detienen ia formacion de los radicales que se generan en la
oxidacion, sino que al reaccionar con ellos los estabiliza y se producen
radicaies del antioxidante que son menos activos debido a su resonancia vy,
por ende, no promueven la oxidacion como lo hacen los radicales libres de los
acidos grasos. Estos compuestos contienen una o mas funciones hidroxilo y
actuan en los pasos de Iniciacion y propagaclén de fa oxidacion pues ceden
un atomo de hidrogeno tanto a fos radicaies dcidos grasos (R ) como a los
hidroperdxidos (RQQ).

Un ejemplo del mecanismo de accién de un antioxidante fenblico se
muestra en la figura 7, en donde una vez que el antioxidante cede un proton se
convierte en radical, el cual puede interactuar con otro igual para regenerar
una molécula ariginal de antioxidante y ofra inactiva.
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Fig. 7. Mecanismo de la accion de un antioxidante (galato) sobre los radicales
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del 4cido oleico.

4.6 Legislaciones gubernamentales para el uso de antioxidantes en
los alimentos. '

En el titulo noveno, articulo 672 de la primera seccion del Diario Oficial de la
Federacion publicado el lunes 18 de Enero de 1988, se define a un
antioxidante como “la sustancia o mezcla de sustancia destinadas a retardar
o impedir la oxidacion y enranciamiento de los alimentos” y se indica que solo
se permite el empleo de los siguientes antioxidantes en México:
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1. Acido ascorbico
2. Acido eritorbico
3. Alfa tocoferol
4. Ascorbato de sodio; ascorbato de calcio
5. 4, hidroximetil - 1,2,6-diterbutil fenol
6. Butilhidroxianisol (BHA)
7. Butilhidroxitolueno (BHT)
8. 2,5.diterbutithidroquinona (TBHQ)
9. Eritorbato de sodio
10. Galato de dodeciolo
11. Galato de propilo
12. Lecitina
13. Palmitato de ascorbilo
14. Resina de guayacol
15. Tiodipropionato de dilaurilo
16. Tocoferoles mixtos
17. Los de mas que autorice la secretaria.
El Comité del Codex sobre Grasas y Aceites en su reunion (12?) reviso
y enmendd las dosis méximas de BHA, BHT, TBHQ y los galatos en la
comrespondiente Norma para grasas Y aceites:

Dosis méxima en el producto final

Disposicion Disposicion
antigua enmendada

Galato de propilo 100 mg/Kg 100 mg/Kg

BHT 200 mg/Kg 75 mg/Kg

BHA solos o 175 mg/Kg
mezclados

TBHQ - 120 mg/Kg

BHA + BHT 100 mg/Kg 200 mg/Kg
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En contradiccion a las dosis propuestas por el Codex, ia Legistacion del
“Acta de Alimentos, Drogas y Cosméticos" (“Food, Drug and Cosmetic Act”
declara que los antioxidantes se deben adicionar en no mas detf 0.02% o bien
200 ppm basado en el contenido de grasas det alimento. (12)

Una de las pruebas mas importantes que requieren la “Administracion de
Alimentos y Drogas” (‘Food and Drug Administration®) (FDA) para reconocer un
aditivo como seguro, (12) es fa ilamada "Dosis Letal Media", que indica la
dosis alacual lamitad de los animales de experimentacion mueren.

Para esto se suministra una dieta con el aditvo a animales de
laboratorio, realizando peridédicamente examenes hitopatol6gicos, estudios de
la ruta metabélica del aditivo y los efectos bioquimicos de fos metabolitos
producidos. Para que sea considerado como seguro un aditivo debe tener
una DLM de no mas de 1 g/Kg basado en el cuerpo det animal, ademés, no
debe de causar modificaciones en el crecimiento del animal cuando se
suministre una dieta durante un periodo de dos aflos que contenga 100 veces
mas la cantidad del aditivo propuesto para el humano. (12)

4,7 ACIDO CLOROGENICO.

Al hidrolizarse el acido ciorogénico se produce una molécula de cido quinico y
una de cafelco, esta ultima se ha comprobado que presenta caracter
antioxidante debido a su estructura fendlica y a la presencia de un grupo
hidroxilo (2), los que provocan resonancia electrénica en la molécula, sumado
a esto el acido quinico es un hexano con grupos hidroxilos. Por lo que la
molécula de acido clorogénico puede presentar un mayor poder antioxidante
debido a las caracteristicas propias de cada una de ias moléculas que la
componen.
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4.7.1 propiedades fisico - quimicas.
También conocido con el nombre de acido 3(3-(3,4-dihidréxifenil)-1-oxo-2-
prapeni) -1,3,5-trihidroxicarboxitico ) acido 1345 -

tetrahidroxiciclohexancarboxilico.

C — CH == CH

HO ~__-COOH !
>j ;///;\\;\'_
: i
HO ~~L 0 N

H™  TOH [
OH

Peso molecular 354.3
Es de color blanco amarillento, presenta alta solubilidad en agua caliente,
acetona y etanol (100mg mas 4.0 m} de etanol), su punto de fusion de 208 ° C
y un Ka de 2.2 x 10-3, es un compuesto estable a fa luz y al calor moderado
no mayor de 200 °C (12, 13, 14, 26). Suma mas del cuatro por ciento del peso
del grano de café, se encuentra en un ocho por ciento en el café verde y en un
4.5 porciento en el tostado ya que durante este proceso se produce una
hidrdlisis disminuyendo su concentracién dando asi lugar al 4cido caféico y
4cido quinico (14, 18). La estructura de los productos de su hidrolisis se
presentan a continuacion.

33



0
I

HO — ¢ — CH == CH
_ )\ HO COOH
SIENG
HO ——'><
ol H OH
Acido Caféico Acido Quinico

El &cido clorogénico se ha identificado como el principal constiluyente
soluble del café (15,18), encontrdndose aqui en mayor proporcién que en
otras plantas y frutas como son el durazno, manzanas, uvas, zanahorias,
tabaco y semilias oleaginosas (16,17). Es una substancia algo &cida vy
ligeramente amarga que contribuye al sabor de la bebida de café (18). Se han
utilizado varios métodos de separacién del &cido clorogénico, entre los mas
comunes se encuentran la cromatografia en gel, la técnica de HPLC, y la
separacion por valores de solubilidad, utilizando la espectofolometria
ultravioleta para comprobar la existencia de la lectura a 322 nm ya que esta
es la absorbancia maxima de dicho compuesto (19). La principal finalidad de
ia separacion y purificacién del dcido clorogénico ha sido la cuantificacién, ya
que se ha visto que es uno de los compuestos de mayor concentracién e
influencia en el sabor del café; en otros estudios se han utilizado estos
métodos para su eliminacion, tal es el caso de la harina de semillas de
girasol.(13)

4.7.2 Toxicidad,
E! café es una bebida consumida por millones de personas en todo el
mundo, lo que da lugar al estudio de la toxicidad de cada uno de sus
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componentes, en este trabajo solo nos enfocaremos a la toxicidad el &cido
clorogénico ya que es el punto de interés. Se han realizado diversos estudios
en Amsterdam, Alemania y Japon principaimente ya que se le présume una
actividad mutagénica y cancerigena, dichos estudios se han efectuado tanto in
vitro como in vivo en concentraciones que van desde 10 mg, 20 mg, hasta 100
mg, esta ultima dosis es equivalente a 15 mg/100 g de peso corporal para un
hombre de 75 Kg. Se tiene como conclusidn de todos los estudios realizados,
que el acido clorogénico no presenta ninguno de estos dos caracteres y se
confirma que tiene un poder anticarcinogenico, es importante mencionar que
aunque no solo en el café esta presente este 4cido esta dosis de 15 mg/ 100 g
es exagerada en comparacién con su consumo diario (22 - 25).

4.8 CAFE

4.8.1. Generalidades.

No se sabe con precision el lugar de origen del cafeto, la planta del café.
Existe ia teoria de que el café pudiera ser nativo de México, ya que existe una
palabra Nahuatl para denominar a {a planta: Acoxcapolli, donde A: sin y coxi:
suefio, (7). Sin embargo, no hay datos que sustenten esta creencia.

La teorfa méas aceptada es que el café es originario de Abisinia, de
donde paso, en el siglo XIV, a Arabia y después a la India. A fines del sigio
XV, algunas plantas de café fileron cultivadas en el jardin botanico de Paris.
En 1720 un oficial francés, Gabriel de Clieu, rob6 una planta y lievo a la
Martinica, una de las Islas Antillanas. De aqui, la valiosa planta se difundi¢
pronto en toda América Central y del sur, especialmente en Brasil, donde
existen hoy la mayores plantaciones del mundo. En México, el café fue
introducido a finales del siglo XVIII con una semilla procedente de la Habana,
Cuba, y se podria asegurar que en el actuai municipio de Coérdoba, Veracruz,
pues de acuerdo a datos publicados por Don Miguel Lerdo de Tejada relativos
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al comercio interior y exterior de México, entre los productos exportados por el
Puerto de Veracruz figura el café. La primera expontacion fue de 272 quintales
en 1802. (8) Desde 1882, México exporta café en forma ininterrumpida. La
gran afluencia de europeos al estado de Chiapas hizo posible que, a fines del
siglo XIX, se consolidara el cultivo y la expansion del café, de tal manera que
en 1990 se registrd una exportacion 400,000 sacos de café. Aclualmente la
produccion nacional de café de encuentra principalmente en los estados de
Chiapas, Puebla, Qaxaca, Veracruz.

4.8.2 Composicién del grano de café.

El grano de café tiene una composicidn quimica complicada, !a cual varia
segun las condiciones climéticas del pais de cosecha y de la especie del café.
En ia Tabla 2 se muestra un aproximado de la concentracion de sus
componentes en base seca, dividiendolos en ocho grupos principales, en
donde fos carbohidratos se presentan en un 60%, conformados por azucares
reductores, sacarosa, pectinas, almidén , pentosas y celulosas variando entre
ellos el grado de solubilidad en agua, en segundo lugar con una
concentracién de! 13% se encuentran el aceite y las proteinas del café, ia
solubilidad en agua de estas ultimas dependera del grado de
desnaturalizacion que a su vez tiene una relacion estrecha con la finura de las
particutas del grano durante ia extraccion.

Los componentes no volatiles se presentan en menar proporcion, pero
son los responsables del olor y sabor de {a bebida del café. La cafeina esta en
una concentracion del 1% en el café robusta y del 2% en el arabiga, al final
del tostado se tiene una perdida aproximada del 0.8%, imparte un sabor
amargo y es el que le da a la bebida su efecto estimulante y de diurética. Otro
canslituyente, que foima aproximadamenie el 1% del café ya sea verde o
tostado es la trigonelina, es aproximadamente una cuarta parie tan amarga
como la cafeina. Existen cinco 4cidos en el café los que son facilmente
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extraidos por su alta solubilidad en agua caliente, 1o que explica por qué el
sabor del café débil es predominantemente A&cido, entre ellos el mas
importante es el acido clorogénico, por su alta proporcion y su contribucion al

sabor de esta bebida.
Compuesto Solubilidad composicion 1% Total
individual g¢/ml
Carbohidratos 60
IAzucares reductores Soluble 1.00
Sacarosa Soluble 7.00
Pectinas Soluble 2.00
Imidon parciaimente sojuble 10.00
Pentosas parcialmente soluble 5.00
Hemicelulosa 15.00
Holo celulosa 18.00
Poiifenol: Lignina 2.00
Aceltes Insoluble 13
Proteinas % desnaturalizacién * 13
enizas oxidadas % de hidr6lisis *
No volétiies 8
cido Clorogeénico Soluble 7.00
cido Oxalico Soluble 0.20
cido Mélico Soluble 0.30
cido Citrico Soluble 0.30
cido Tartarico Soluble 0.40
Trigonelina Soluble 1
afeina Soluble 1
total 100

SILVETZ & DESROSIER, 1979.
Tabia 2. Composicion quimica del café verde en base seca.
*la solubilidad depende de:
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4.8.3. Caracteristicas del Café.

Ei género Coffea, de la familia de las rubidceas, al que pertenece el Cafeto,
comprende unas treinta especies, de las mas importanies son: C.arabiga, L.,
la mas extendida, originaria de las montafias de Abisinia; 1a C. liberica, Hiern,
de Liberia, y la C. robusta (Canephora), originaria de Malang.

La especie de C. arabiga es un arbol de 7 a 8 y aun 12 metros de altura;
de tallo robusto, recubierto por una corteza de color gris, ramos largos,
abiertos, flexibles; hojas persistentes, opuestas, ovaladas, de color verde
brillante y de unos 15 cm. de largo; flores blancas, pequeias, olorosas,
semejantes a la del jazmin, los frutos aparecen al tercer afio y son drupas
ovaladas rojizas dominadas cerezas.

La especie C. liberica alcanza dimensiones algo mayores que la anterior;
tiene tallo derecho, corteza rojiza, hojas de unos 20 a 30 cm. de largo,
coriaceas, con peciolo corto. Las flores son también mas grandes y los frutos
gris rojizos. Comienza a dar flores a los dieciocho meses y frutos a los dos
afos. Alcanza mayor longevidad y es mas productiva que el café Arabia.

La especie C. robusta es muy precoz, productiva, de semilla pequefia,
resistente pero requiere suelos feraces y da un café de calidad inferior. (9)

La concentracion de los compuestos del grano de café dependera de ia
especie, al igual que las condiciones climaticas del pals de cosecha. Pero en
general el fruto esta conformado de la siguiente manera.

Es una dropa de forma oval y color rojo azulado oscuro, por 1o que se le ha
llamado cereza de café.

Normaimente, la cereza contiene dos semillas envueltas por cuatro
capas, que de afuera hacia dentro son:

38



. Pericarpio:

Suele ser rojo cuando esta maduro, verde, amarilfo o rosado durante el
proceso de maduracion y castafio oscuro cuando se encuentra seco.

. Mesocarpio o Pulpa.

Parte pegajosa y gelatinosa compuesta por sustancias pécticas y azucares,
que formanlo  que comunmente se conoce como rnucilago o baba.
Endocarpio o Pergamino.

Capa tiesa protectora de ia semilla que esta constituida por material
celulésico resistente al desgarramiento.

. Perisperma o Pelicula.

Tejido muy delgado que cubre directamente a la semilla, con color gris
plateado, rojizo o negro.

. Semilla o Endospermo.

Es el grano desprovisto de todas cubiertas, cominmente llamado café
verde.

. Embrién o Germen.

Es la planta en estado latente, localizada en una de las extremidades del
grano o semilla. En los frutos normalmente hay dos semillas en posicion
asimétrica o invertida.

Epidermis
exterior
Pergamino
Epidermis plateada
Almendfa
Pulpa

Flg. 8. Estructura de la cereza del café.
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4.8.4 Obtencion del grano.
La cereza es sometida a una serie de operaciones para liberar el grano de sus

cuatro envolturas y mejorar su presentacion. Para obtener el grano comercial,

se recurre a una de las dos técnicas siguientes:

1.

Via humeda; en la cual se siguen tres pasos:
Despulpado.

Fermentacion y Lavado.

Secado y Pelado.

. Via seca; que se hace en dos tiempos:

Secado al sol.
Decorticacion.
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5.Desarrollo Experimental.

5.1 Extracciones.

§.1.1 Extracciéon de los compuestos solubles del café.

La extraccion a partir de la especie Coffea arabiga se hizo con el propésito de
obtener el extracto con el antioxidante natural, teniendo siempre en ta mira que
el método habria de ser muy sencillo, basandonos en fas propiedades de
solubilidad de los compuestos.

Con ¢l fin de que no se tuviera un apelmazamiento durante fa molienda
{malla 2 mm) se someti6 la muestra a un secado a 60° C durante 48 Hrs.
obteniendo una humedad de 6.11%. Posteriormente 35 gramos de harina de
café se sometieron a una extraccion por goteo con 45 mi de agua a 90° C. La
mezcla se filtro, dando como resultado una solucion de color café-verduzca. Es
importante mantener ia temperatura ya que es la adecuada para la exiraccion
de los componentes no volatiles.

A continuacion se presenta el diagrama de fiujo empleado para la
obtencidn del extracto con el antioxidante natural (Diagrama 1).

5.1.2 Extraccién del Acide Clorogénico.
El extracto de café se sometié a una triple extraccién con cloroformo para
separar la cafeina de los demdas componentes quedando la fase cloroférmica y
en la acuosa se presentan la trigonelina, la clorofila y el &cido clorogénico.
Para poder separar la trigonelina de la solucién, se realiz6 una modificacion de
pH con el fin de convertir el dcido clorogénico en su fenolato, aumentando asi
su solubilidad en el agua y con esto poder extraer la trigonelina con acetato de
etilo.

En la parte acuosa se presenta la sal del cido clorogénico y la clorofila,
la cual al regresar la solucion al pH original se desnaturaliza y precipita.
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La solucion se somete a una filfracibn y una eliminacion del exceso del
disolvente para asi concentrarse y poder recristalizar el ac. clorogénico y
realizar pruebas de identificacion como su temperatura de fusion,
cromatografia en capa fina y ultravioleta (Diagrama 2).

OBTENCION DE LOS COMPUESTOS
SOLUBLES DEL CAFE (Diagrama 1)

i[éRANo VERDE DE CAFE |l

SECADO
A 80°C 48 hr

MOLIENDA
MALLA 2 mm

EXTRACCION H

CON AGUA A B80° C

FILTRACION

|  RESIDUO L1 FlLTRADO i

EL POSIBLE i

EXT RACTO CON
ANTIOXIDANTE
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QRTENCION DEL ACIDO CLOROGENICO

DEL CAFE (Dingratne 2)

{ exTrRAcTO DEL CAFE |

TRIPLE EXTRACCION CON
CLOROFORMO 1:1

L

1
§ EXTRACTO ORGANICO |

|

ELIMINAR ELEXCESO
DE DISOLVENTE

|

RECRISTALIZAR

]
§ EXTRACTO Acuosoj

|

LLEVAR A pH = 6.5
CONHCI1N

|

DOBLE EXTRACCION
CON ACETATO

DE DISOLVENTE

DE ETILO 1:1
] T
I 1
REALIZAR: EXTRACTO ORGANICO EXTRACTO ACUOSO
Tf, UV,CCF
CAFEINA ELIMINAR EL EXCESO LLEVAR ApH = 1.6

CONNaOH 1N

|

{ RECRISTALIZAR | |

FILTRACION [

REALIZAR:
T1, UV,CCF

ELIMINAR EL EXCESO
DE DISOLVENTE

§ TRIGONELINA }

RECRISTALIZAR |
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5.2 Evaluacién experimental de la capacidad antioxidante del acido
clorogénico.

Para evaluar tanto la capacidad antioxidante del dacido clorogénico
estandar (Sigma 100% pureza) como {a del compuesto aislado del grano verde
de cafe en el laboratorio, se realizo un monitores durante 23 dlas, de la
formacién de peroxidos y, consecuentemente de substancias reactantes con el
2-Tiobarbiturico. La evaluacion fue hecha en aceite esencial de naranja
(Firmenich, 100 % pureza) aplicandolos en concentraciones del 0.02%. Se
hizo una comparacion del comportamiento de aceites con BHA, BHT (Rhone
Poulenc México, 100%

muestra sin aditivo. Las muestras se almacenaron en obscuridad. tapadas a

de pureza) en las mismas concentraciones y una

una temperatura de 35°C Tabla 3.

Tiempo | Control | Clorogénico |Antioxidante| BHA BHT
estandar extraido
1 IP-TBA IP-TBA IP-TBA IP-TBA IP-TBA
2 IP P P P IP
4 P IP P P IP
5 IP P P P IP
8 IP P P iP IP
9 P P P P IP
10 IP P IP P P
11 IP P P P iP
15 P P P iP P
16 IP-TBA IP-TBA IP-TBA IP-TBA IP-TBA
18 IP P IP P P
19 IP P P P IP
22 IP-TBA IP-TBA IP-TBA IP-TBA IP-TBA
23 P P P IP IP

Tabla 3. Programa de evaluacion de la capacidad antioxidante.

IP; Indice de Peroxido.

TBA: Nimero de Tiobarblturico.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1 Extraccion y purificacion del acido clorogénico del café.

Para obtener el exiracto con el antioxidante natural, es necesario realizar una
extraccién con agua a 90°C siendo importante mantener esta temperatura con
el fin de asegurar que el mayor porcentaje de acido clorogeénico sea obtenido
de la harina de café. Para su purificacion el extracto se sometié a una triple
extraccion con cloroformo para separar la cafeina, quedando en la fase acuosa
ta ftrigonelina, la clorofila, y el acido clorogénico. Para poder separar la
trigonelina con acetato de etilo fue necesario llevar el pH de la solucién de 4.3
a 6.5 con el fin de aumentar la solubilidad en agua del acido clorogénico (ya
que a este valor de pH se encuentra como fenolato). Al regresar ia solucion a
unpH de 1.3 Ia clorofila se precipita.

6.1.1 Comparacién de los compuestos extraidos vs. estandares
respectivos.

En |a tabla 4 se muestran los valores de los compuestos extraldos en el
laboratorio y de sus respectivos estandares (SIGMA, 100% pureza). Obtenidos
por espectofotometria ultravioleta (Gréficas |,11), cromatografia en capa fina y
temperatura de fusién.

Pruebas Acido Acido Cafeina | Cafeina | Trigonelina | Trigonelina

Realizadas | Clorogénico | Clorogénico | Estandar| Extraido | Estandar | Extraido
Estandar Extraldo

Valores Rf 0.52 0.52 0.60 0.60 0.69 0.68

A Max. nm 322 322 275 275 292 290

T.f°C 208 208.8 238 238.5 169 167

Tabla 4. Valores del 4cido clorogénico estdndar y extraldo.
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Como se puede observar los valores de los exiractos y de los
estandares son iguales a excepcion del punto de fusién, los que varian en el
rango decimal, pudiéndose deber a la presencia de alguna impureza o a error
visual en el momento de la medicion. Los valores de la Trigonelina son los que
presentaron mayor variacién.

6.1.2 Rendimiento.

6.1.2.1 Rendimiento de ia molienda. A partir de X = 74.4057 gr. de grano
de café verde, se obtuvo X = 73.7642 gr. de harina de café (N = 7), de tal
manera que:

73.7642 gr. de harina x 100 = 99,1378

74.4057 gr. de grano

Rendimiento de la molienda = 99.1378 %

6.1.2.2 Rendimiento de la extraccion.

A partir de 34.9540 gr. de harina se recuperaron en X = 1.6207 gr. de acido
clorogénico

{o = 0.0008, N = 7), de tal manera que:
1.6207 gr. de acido clorogénico x 100 = 4.6366
34.9540 gr. de harina
Rendimiento = 4.6366 %
Se debe de tomar en cuenta que teéricamente el café contiene 7 % de &cido

clorogénico, de tal manera que:
6.1.2.3 Rendimiento experimental de la extraccién de Acido
Clorogénico.
4.6366 gr. de &cido clorogénico x 100 = 66.2402
7 gr. de Acido clorogénico
Rendimiento experimental = 66.2402 %
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GRAFICA |
Espectro uftravioleta det dcido clorogénico estandar
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GRAFICA I
Espectro ultraviofeta def &cido clforogénico extraido en ef laboratorio
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6.2 Evaluacion de la capacidad antioxidante del &cido clorogénico.

6.2.1 Indice de peréxidos vs tiempo.

En la tabla 5 se muestran los valores de indice de peroxidos, (meq/kg.) en
aceite esencial de naranja, almacenados a temperatura de 35° C en
obscuridad, por un periodo de 23 dias (Gréfica Ill).

tlempo | control | clorogénico | antioxidante [BHT |BHA

(dias) estandar extraido
0 34.88 34.88 34.88 34.88 |34.88
2 58.50 35.83 42.68 49.27 (42.82
4 64.12 24.41 30.20 63.85 [51.70
5 46.18 18.24 41.09 2342 {26.19
8 84.47 32.26 42.67 24.18 [21.95
9 87.54 21.33 24.69 30.21 |19.68
10 106.07 35.59 42.77 32.69 160.06
11 168.70 51.13 51.63 27.47 154.69
15 133330 52.37 70.05 27.56 |54.76
16 347.24 69.49 86.57 28.98 164.67
18 | 42937 131.76 151,24  130.33 |68.32
19 | 551.38 165.04 15347  174.16 |84.59
22 160031 675.32 303.55  [154.47/88.77
23 . |1895.80| 680.92 706.58  1473.75/526.15

Tabla 5. Indice de perdxidos (meq/Kg.) vs Tiempo.

Control; aceite esencial de naranja sin antioxidante.
Clorogénico estandar: con 0.02% de &cido clorogénico estandar.
Clorogénico extraido: con 0.02% de écido clorogénico obtenido
experimentaimente,
BHT: con 0.02% de BHT
BHA: con 0.02% de BHA

Los valores de Indice de peroxidos de los aceites con los diferentes
antioxidantes no siempre resultaron en un incremento, lo que se puede deber
a una mala homogeneizacion.

49



GRAFICA I
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A pesar de lo anterior si se puede observar una tendencia al aumento del
indice de peroxidos conforme transcurre el tiempo en los aceites esenciales
de naranja almacenados a 35°C, en el decimosexto dia se observa una
aceleracion mayor en el deterioro, siendo el aceite controf el mas afectado
con 1895 megq/Kg. Los aceites con el acido clorogénico estandar y extraido en
el lahoratorio presentaron un comportamiento similar entre ellos, finalizando
con valores de 680 y 706 meq/kg. respectivamente (Gréficas V,VI), siendo
mayor que los valores obtenidos por fa oxidacion del BHA y BHT (526 y 473
meq/Kg.). Cabe mencionar que en aceites esenclales indices de perdxidos
mayores a 1000 meg/Kg. no son una extraieza.

Debido a la dispersién de datos que existe en el aceite control de la
grafica Il se elimino el limite superior, para poder observar mejor el
comportamiento de los demas aceites (Grafica V).

6.2.2 Substancias Reactantes Con TBA vs Tiempo.

En latabla 6 se muestran los valores de |as substancias que reaccionaron con
el 4cido 2-tiobarbiturico produciendo un compuesto colorido cuya lectura es a
532 nm, evaluado en aceite esencial de naranja a las mismas condiciones de

almacenamiento.

Tiempo Control Clorogénico Clorogénico BHT BHA
(dias) esténdar extraldo

2 0.2928 0.2928 0.2928 0.2928 0.2928
16 1.0981 0.3687 0.4624 0.3529 0.3683
22 24816 1.024 0.9517 0.6588 0.8785

Tabla 6. Substancias reactantes TBA vs Tiempo.
Control:  aceite esencial de naranja sin antioxidante.
Clorogénico estandar: con 0.02% de &cido clorogénico estandar
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GRAFICA IV

fndice de Per6xido vs. tiempo (35" C)
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GRAFICA V

Clorogénico Estiandar

2
3 /
»®
3
: E3
; £
1 — bt
9 e 1 s H 2.3 19 2
“Tiemmpo {Diax)

GRAFICA VI

Clorogénico obtenido por extraccion
350
g 300
> 250
£ 200
3
T 1350
£ 100
o o
)
0 2 4 s R ) w it i 1é 1.3 i &2

rempes (Das)



Clorogénico extraido: con 0.02% de acido clorogénico extraido en el
laboratorio

BHT: con 0.02% de BHT

BHA: con 0.02% de BHA

El monitoreo de fas substancias reactantes con e} TBA se realizd en tres
tiempos, slendo el decimosexto dia e! valor intermedio debido a la aceleracion
de fa oxidacion que se presentd en este momento como ya se explico
anteriormente. Se obtuvieron mayores valores en e} aceite control o que
indica una acelerada oxidacion desarrollando compuestos reactantes con el
TBA. El &cido clorogénico disminuy6 fa formacién de matonaldehidos, lo que
indica que existe una proteccién del aceite contra la oxidacion en presencia de
este compuesto (grafica VHI).
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7.

CONCLUSIONES.

La metodologia empleada constituye una buena altenativa para la
extraccion y purificacion de un antioxidante natural a partir del grano verde
de café, pues es a base de agua.

Se logro extraer &cido clorogénico con una eficiencia en la recuperacion del
66.2402% a partir del café verde asi como su identificacion positiva en los
extractos obtenidos.

Se logro demostrar que el acido clorogénico extraido de café verde,
presentd actividad antioxidante equivalente a diversos antioxidantes
sintéticos como el BHA y el BHT

Con lo anterior podemos concluir que: El &cido clorogénico es un
antioxidante natural cuya aplicacién puede extenderse a muchos otros
alimentos.

7.1 Recomendaciones.

Es necesario efectuar estudios mas profundos para evaluar su actividad
antioxidante en sistemas alimenticios complejos y en grasas animales,
ademés de variar las condiciones de pH, temperatura y acidez del alimento
y del proceso. A

Hacer un mayor estudio en la utilizacion de diferentes emulsificantes para
aumentar la estabilidad de la emulsion de! 4cido clorogénico en la fase
oleosa.

56



8. BIBLIOGRAFiA.

1. Chang S.S; B. Ostric - Matijasevic; O.A.L Hsieh and C.L. Huang " Natural
antioxidants from Rosemary and sage”. 1977
J. of food Science. 42:1102

2. Badui dergal Salvador "Quimica de los Alimentos™ 1984
Ed. Alhambra Mexicana S.A de C.V. segunda reimpresion
México, D.F. p.p 161 a 202

3. Furia Thomas E. " Handbook of Food Additives ~ 1972
Vol 1. CRC Press; Clevetand U.S.A. p.p 185- 223

4. Fennema O.R; M. Kare!l; D.B. Lund "Principles of Food Science “ 1976
Part Il. Marcel Deker Inc.
New York, N.Y. p.p 139 - 203

5. Efrén P. Judith G, “Oxidacién y Antioxidantes”. Tecnologia de Alimentos.
10:260-270,1975.

6. Gray Ji. “Measurment of Lipid Oxidation: a review” J.A.0.C.S. 55:339,1978.
7. Official Methods of Analysis of the Association of Official Analytical Chemists

(AO.A.C.) 1984,

8. Eskin N. Frenkel C, “ A simple and rapid method for assesing rancidity of ois!
based on de formation of Hidroperoxides” J.A.0.C.S. 53:746,1976

57



9. Hudson B.J.F "Food Antioxidants “1990.
Elsevier science publishers LTD. New York, N.Y
p.pe9-193.

10. R. Inatani, H. Nakatani, “Structure of a New Antioxidative Phenolic” Agric.

Biol. Chem 46:1661,1982
Cepeda. A, Alimentaria., 23: 1990

11. Rodriguez - Palacios Felipe.J. "Antioxidantes Naturales ™ 1984.
Tecnol. Aliment 19:26

12. Furia T. “Handbook of food Aditives” CRC Press Cleveland USA Vol.1,
185-223, 1972.

13. RF., Smithy D.I,, Analyst., 88,310. 1963

14. Olivos R. Rascon R. "Extraccion del &cido clorogénico de harina de girasol
con mezcla azeotropica de disolventes organicos ~ Tecnol. Aliment. 19.1.21

15. Sivetz. ” Coffe processing technology” The Avi Publishing company, inc.
Westport, Connecticut,, Volumen dos, 1963.

16. Sigma Chemical Co.april 1996.

17. Lockaart,EE “Chemistry of Coffe’, No 25, The coffe Brewing Center New
York, 1969.

18. Assosiation Scientifique Intemationale du Café, “Collection of colloquia”®,

Proceding 1stto 14th colloquia, Paris, 1963-1991.

58



19, Politis J “Sur la distribution d'acid chlorogenique dans la famille de
composeés et dans les organes de ces plantes’, CR Acd Sci 228, 265-
266.1949.

20. Cifford and Wilson “Coffe-Botany Biochemistry and production of beans
and beverage” London: Crom Helm.

21. C. Maria, L. Trugo, RFA Moreira, “Simultaneous determination of total
chlorogenic acid, trigonelline and caffeine in green coffe, sample by high
preformance gel filtrationcromatography”, Food-chemiestry, 52 (4) 447-
449,1995,

22, Stadler RH; Turesky RJ; Mueller O, “The inhibitory effects of coffe on
radical mediated oxidation and mutagenicity” Mutation research, 308 (2) Julio
1994,

23, Stensvold T; Jacobsen BK; “Coffe and Cancer. Aprospective study of
43,000 Norwegian men and women” Cances causes control 5 (5) Sept. 1994,

24, Hasegawa R; Ogiso T; Imaida K; Shiral T; “Analisys of the potential
carcinogenicity of coffe and it's related compounds in a medium-term liver
bioassay of rats” Food chemestry toxicol, 33 (1), Jan 1995.

25, A Victor; P Thomas; J. Thomas; C. Virginia, “Mutagenic activity of some
coffe flavour ingedients” Mutation research, 204,219-228, 1988.

26. " Tecnologia cafetera mexicana” Instituto Mexicano del Café 1974,
México.

e



27. Villasefior A. " Coficultura Moderna en México * 1987
Agrocomunicacion. Saenz Colin y Asociados
México.

28. Matons Augusto "Diccionario de Agricultura "1942
Vol I. Publicaciones Herreria, S.A.

. México, D.F. p.p 456 - 459

29. D)., Kuznetsov y L.T., Semenova., Anal. Chem., 52.12. 1980

60



	Portada
	Índice
	1. Resumen   2. Objetivos
	3. Introducción
	4. Antecedentes
	5. Desarrollo Experimental
	6. Resultados y Discusión
	7. Conclusiones
	8. Bibliografía



