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Abreviatura

ABREVIATURAS
FIA: Andlisis por inyeccion en flujo /Flow Injection Analysis

ORAC: Capacidad de absorcion de radicales oxigenos
Trolox: 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico
°C: grados centigrados

FC: reactivo de Folin-Ciocalteu

AAPH: 2,2"-Azobis(2amidino-propano) dihidrocloruro
ACQ: &cido clorogénico

RL: radicales libres

UV: ultravioleta

UV/VIS: ultravioleta/visible

IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry/Unién
Internacional de Quimica Pura y aplicada.

FIRA: Fideicomisos instituidos en relacion a la agricultura.
nm: nanometros

HPLC: cromatografia liquida de alta eficacia.

NOM: Norma Oficial Mexicana

SAGARPA: Secretaria de Agricultura, ganaderia, desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion en la republica mexicana.

TAH: Transferencia de un atomo de hidrogéno




Introduccion

INTRODUCCION
El café es una bebida obtenida a partir de las plantas de café o cafetos Coffea spp

perteneciente a la familia de las rubidceas, en la que se incluye mas de 500 géneros
y alrededor de 800 especias (Astiaran et al.,, 2000). Dentro de las principales
especies se tiene el café ardbico (Coffea arabica) y café robusto (Coffea
canephora). Por su parte, se designa como café verde a las semillas obtenidas a
partir de los frutos maduros de la planta de café, que al ser sometido a diversos

procesos como tostado, torrefaccion, etc. da como resultado café tostado.

El café contiene un numero de sustancias bioquimicamente activas, como
compuestos fendlicos; ademas, contienen una inmensa variedad de compuestos
qguimicos responsables de sus caracteristicas sensoriales y de sus efectos
fisiologicos. Los polifenoles son moléculas naturales presentes en las frutas y
plantas como resultado de su metabolismo. Son compuestos que llevan a cabo
distintas funciones en las plantas como lo es la asimilacion de nutrientes, la sintesis
proteica, la actividad enzimatica, y la defensa ante factores adversos como insectos

o patégenos (Valencia E, 2016).

Asi mismo, los polifenoles estan relacionados con la capacidad antioxidante, siendo
considerados como un producto alimenticio con caracteristicas fisiologicamente
funcionales, ya que han presentado un efecto en la reduccién de enfermedades
cronicas como el Alzheimer y el Parkinson (Fonseca et al., 2014). Las
caracteristicas antioxidantes del café dependen de la variedad, el grado de tostado,
el tipo de fermentacion y la molienda (Naidu et al., 2008) y se debe principalmente

a la presencia de acidos clorogénicos.

Los acidos clorogénicos comprenden varios acidos hidroxicinamicos (acidos
cafeico, sinaptico, acido p-cumarico y acido ferulico) esterificados con el acido

guinico. Se encuentran en las paredes celulares, siendo las principales fuentes el
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café, las frutas como frambuesas, uvas, fresas, arandanos, etc., té y algunas
verduras como la remolacha, asi mismo se han hecho estudios sobre la presencia
de quercetina en cebolla y ajos. (Marin C, 2008).

La importancia de estudiar la cantidad de polifenoles totales y la capacidad
antioxidante del café radica en su alto consumo, clasificandolo como una de las
bebidas mé&s populares del mundo por sus caracteristicas sensoriales,
particularmente en el caso de nuestro pais, donde no se consumen de forma regular
otras bebidas como el té, también abundante en compuestos de esta naturaleza.
Ademas, algunas cadenas importantes de café estan introduciendo un formato de
café frio embotellado y enlatado listo para consumir lo cual ha amentado ain mas

Su consumo.

De acuerdo a la PROFECO, el 85% de los mexicanos toman de una a tres tazas al
diay son los hombres los que consumen mas: 3 tazas frente a dos tazas que toman
las mujeres. Segun FIRA (Fideicomisos Instituidos en Relacién a la Agricultura) en

México el consumo de café aumenta 2% cada afo.

Es por ello que en este trabajo se determiné la cantidad de polifenoles totales y
capacidad antioxidante en granos de café verde, tostado de la variedad arébica,
relacionando con el contenido de acido clorogénico en las muestras. Para lo anterior
se evaluaron distintos métodos de extraccion: maceracién, agitacion magnética y
ultrasonido, empleando como extractantes agua y una disolucion de metanol: agua
(70:30% v/v).

Para la determinacion de polifenoles totales y la capacidad antioxidante se utilizdé un
Sistema de andlisis por Inyeccion en Flujo (FIA); los sistemas FIA permiten llevar a
cabo medidas continuas de reacciones, disoluciones acuosas, mezclas de reactivos
sin la necesidad de intervencion humana, por lo que ha sido ampliamente utilizada
en diversos campos. La determinacion de polifenoles totales se realiz6 mediante la

reaccion de Folin-Ciocalteu basada en la reducciéon del reactivo FC al reaccionar
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con los compuestos fendlicos a pH basico, dando un complejo azul medido a una

longitud de onda de 730 nm.

La determinacion de la capacidad antioxidante se realiz6 utilizando un sistema
ORAC (Capacidad de Absorcion de Radicales Oxigeno) acoplado a FIA. El método
ORAC mide la emision fluorescente derivada de la capacidad de un compuesto para
inhibir la formacion de radicales peroxilo formados al reaccionar la fluoresceina con
el reactivo AAPH. La cuantificacion de acido clorogénico se llevé a cabo mediante

un analisis por HPLC.




Objetivos

Hipotesis:

Si se aumenta el tiempo de tostado en las muestras de café, las concentraciones de
polifenoles totales, capacidad antioxidante y acido clorogénico, disminuyen.

OBJETIVOS
Objetivo general:

Determinar la concentracion de polifenoles totales y la capacidad antioxidante en
granos de café con diferentes tostados y relacionar los resultados con la

concentracion de acido clorogénico.
Objetivos especificos:

+ Evaluar distintas metodologias de extraccién tanto de polifenoles totales
como de capacidad antioxidante (maceracion, agitacibn magnética y
ultrasonido) en café para determinar con cual de ellas se tiene una mejor
eficiencia en la extraccion.

+ Determinar los parametros 6ptimos de extraccién por ultrasonido de las
muestras de café: tiempo de irradiacion, tiempo de no irradiacion y nimero
de ciclos mediante un disefio de experimentos.

« Determinar la concentracion de polifenoles en café utilizando la reaccion de
Folin-Ciocalteu acoplada a un sistema de inyeccion en flujo.

* Optimizar los parametros del método ORAC para la determinacion de la
capacidad antioxidante por andlisis por inyeccién en flujo mediante un disefio
de experimentos.

» ldentificar el efecto del tiempo de tostado en la concentracion de éacido
clorogénico en las distintas muestras de café mediante HPLC.

» Evaluar el efecto que tiene el proceso del café (café lavado, honey y secado
normal) en el contenido de polifenoles totales, la capacidad antioxidante y el

acido clorogénico.
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1. MARCO TEORICO
1.1 Generalidades del café

De acuerdo con Belitz, se designa como café (granos de café) a las semillas de
frutas de carmesi enteras de la planta de cafeto, molidas o tostadas de las que se
elimina completamente el pericarpio y la piel (endospermo), mientras que la bebida
preparada a partir de la mezcla de café tostado y molido, con agua a punto de
ebullicion es conocida como infusion de café (Belitz, 2014).

El origen del café se sita en el altiplano de Abisinia (Etiopia- Africa), donde se
comenzO a cultivar en el siglo X; fue introducido a Europa en el siglo XVI y
posteriormente a América durante la conquista espafiola.

El arbol de café (cafeto) es un arbusto tropical de hojas perennes verdes
pertenecientes a la familia Rubiaceae y género Coffea spp, se desarrolla
principalmente en territorios tropicales (temperatura entre 15y 25°C). El café puede
cultivarse a distintas altitudes; sin embargo, entre mayor sea, se tiene una mayor
rigueza de sabores (Astiaran et al., 2000).

En la figura 1 se muestra un ejemplo de una planta de café; el tallo de cafeto es
delgado y recto, con flores blancas en forma de racimos axilares. En los tallos crece
el fruto de café conocido como cereza o baya de café en forma de drupas con dos

semillas en cada baya.

Figura 1. Planta de café

Se conocen distintas clases de café, pero las mas estudiadas y conocidas son




Marco Tedrico

Arabica, Liberia, Cenephora y Robusta. Una de las diferencias principales entre los
cafés Arabica y Robusta, es que el café Arabica es de granos finos y aromaticos,
mientras que el Robusta produce una bebida rica en cafeina, fuerte, acida y
generalmente es utilizada para la fabricacion de café soluble o instantdneo (Lopez
J, et al., 2005). Otra de las variedades mas estudiadas de café es la variedad
Bourbon, que es una mutacion de la variedad Typica. Presenta ramificaciones
secundarias y bandolas verticales, hojas anchas y onduladas y el grano es mas

pequefio y redondo.

1.2 Anatomia del fruto

El fruto tiene forma de drupa de aproximadamente 1.5 cm de diametro. Las
principales capas del fruto se muestran en la figura 2.

La capa externa del fruto es el exocarpio o epicarpio, representa aproximadamente
el 43.2% del fruto en base himeda, el color depende de la variedad y grado de
madurez, recubre al mesocarpio que esta constituido por una capa gruesa rica en
azucares y mucilagos que recubre los granos, representa el 11.8% del fruto. Los
granos de café estan revestidos por una doble membrana, la primera capa es de
color amarillo palido, duro y fragil, conocida como pergamino o endocarpio,
representa el 6.1% del fruto; la segunda capa se encuentra adherida al grano
conocida como pelicula plateada que representa el 0.2% del fruto. Finalmente, se
tiene el endospermo, mejor conocido como grano de café verde, representa el
38.9% del fruto en base humeda (Arcilla J, 2007).

Pergamino o
Endocarpio Piel o Epicarpio

Pulpao
Mesocarpio

Grano Grano

Pelicula Plateada
o Integumento

Figura 2. Corte de un fruto de café (Segun Belitz, 2014)
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1.3. Desarrollo de la planta de café.

Se conocen cuatro fases en el desarrollo tanto vegetativo como reproductivo de

la planta de Coffea arabica que se lleva a cabo durante 3 afos,

aproximadamente (Arcilla et al., 2007).

a) La primera es la fase de desarrollo vegetativo: se considera desde la
germinacion hasta la primera floracion; cabe mencionar que, en caso del
cafeto, la formacion de nuevos nudos y hojas, asi como la regeneracion de
raices ocurre durante toda la vida de la planta, por ello para poder identificar
esta etapa se subdivide a su vez en tres etapas: germinacion a transplante,
almécigo y siembra definitiva a primera floracion.

b) Fase de desarrollo reproductivo del cafeto: comienza con la aparicion de las
primeras flores en el 50% de las plantas, la duracion depende de la época,
fotoperiodo y temperatura.

c) Fase de desarrollo vegetativo y reproductivo: se comienzan a dar
simultaneamente las fases de desarrollo vegetativo y reproductivo durante el
resto de vida de la planta. La fase reproductiva se da con el desarrollo del
fruto y la maduracion.

d) Fase de senescencia del cafeto: después de los 6 y 8 afios, la planta se

deteriora paulatinamente por lo cual disminuye su productividad.

1.4. Produccién de café

1.4.1. Producciéon mundial de café

En el mercado internacional se distinguen cuatro categorias de café de acuerdo con
el tipo de grano. En orden descendente con respecto a la calidad y el precio, son:
a) Suaves colombianos, granos de arabiga lavados, producidos principalmente en
Colombia.

b) Suaves, granos de aradbiga, cuyos principales productores son México y

Centroameérica.
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c) Brasilefios naturales, granos de arabiga sin lavar, provenientes de Brasil y otros
paises sudamericanos.

d) Robustas, producidos en Africa, Asia y algunos paises sudamericanos.

En el afio 2017 México ocupd el 11° lugar en produccion de café cereza con 218,927
toneladas por lo que la produccién de los cafetos mexicanos represento el 2.4 % de

la produccién mundial.

De acuerdo con SAGARPA, se tuvo un incremento de 3.0% en la produccion y 2.5%
en el consumo nacional de café durante el periodo 2007-2016; por su parte, la
produccién mundial de café, durante el ciclo 2016/2017 se estimé en 156.6 millones

de sacos de 60 kg, con un consumo mundial de 153.3 millones de sacos.

En la figura 3 se presenta la distribucion de la produccién mundial de café durante
el periodo 2016/2017. Se observa que Brasil fue el mayor productor con 2,804,070
toneladas que represento el 35.8% de la produccion mundial, seguido de Vietnam
con 17.0%, Colombia con 9.3%, Indonesia 6.4%, Etiopia 4.1% y el resto de los

paises productores representaron solo el 27.3% de la produccién mundial.

Produccion mundial de Café 2016-2017

7%

m Brasil

= Vietnam
Colombia
Indonesia

= Etiopia

= Otros
9%

Figura 3. Produccion mundial de Café (SAGARPA 2017).
1.4.2. Produccién nacional de café

México se encuentra en el onceavo lugar con una produccion de 218,927 toneladas.

La mayor parte de la produccion se da en el sur del pais, debido a las condiciones
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ambientales que requiere la planta para crecer. En la figura 4 se presenta la
distribucion de la produccion a nivel nacional, donde los primeros 5 lugares son
Chiapas 43%, Veracruz 23%, Puebla 14%, Oaxaca 8% y Guerrero 5%.

Produccion nacional de Café 2016-2017

380,000
360,000
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320,000
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280,000
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180,000
160,000
140,000
120,000
100,000

80,000

60,000

40,000

o B OB 0 B H m

Chiapas Veracruz Puebla Oaxaca Guerrero Hidalgo San Luis Jalisco Nayarit Colima Resto
Potosi

Toneladas

Figura 4. Produccion nacional de Café (SAGARPA 2017)

De acuerdo a SAGARPA, en Chiapas se cosechd una superficie de 207 mil 52
hectareas con una produccion obtenida de un millén 317 mil 11 sacos de 60 kilos
de café verde con un rendimiento por hectarea de 2.032 toneladas de café cereza.
En Veracruz se cosecharon 115 mil 630 hectareas y se obtuvieron un millén 29 mil
219 sacos de 60 kilos de café oro, con un rendimiento promedio por hectarea de
2.844 toneladas de café cereza, mientras que en Oaxaca se produjeron 438 mil 130
sacos de 60 kilos de café verde en una superficie de 111 mil 754 hectareas, con un

rendimiento promedio de 1.252 toneladas de café.

1.5. Café verde o crudo.

La NOM-169-SCFI-2007 asi como NOM-149-SCFI-2001 designan como café verde
a la materia prima constituida por semillas o almendras de los frutos maduros de
cafeto de la especie Coffea arabica L. a los que se les han quitado las capas que lo
cubren con el fin de estar listo para su industrializacion.

El café verde no posee caracteristicas aromaticas, sino que se adquieren durante el
tostado. Se obtiene a partir del procesamiento de bayas maduras del arbol de cafe,

con el cual se consigue el aislamiento de la semilla, mediante una eliminacién de
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las diversas capas Yy la pulpa para su posterior secado hasta tener una humedad
menor al 12%.
1.5.1. Composicion del café verde

En la tabla 1 se presenta la composicion del café verde, aunque se debe tomar en

cuenta que esta varia dependiendo de la clase y el origen.

Tabla 1. Composicién del café crudo (cifras en % de extracto seco) Belitz 2014.

Componente (%)

Agua 5.0-12.1
Proteina bruta 8.7-12.2
Grasa 8.3-17.0
Azlcares reductores (expresados 0.0-0.5
como glucosa)

Sacarosa 6.0-7.0
Fibra bruta 10.0-11.7
Acido citrico 0.5-1.15
Acido malico 0.0-0.5
Acido oxalico <0.2
Acido clorogénico 45-11.1
Cafeina 0.9-2.6
Triglonelina 0.24-1.2
Minerales 3.0-5.4
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1.6. Procesamiento del café.

El café se divide a su vez en café humedo y lavado, los cuales difieren en el tipo de
secado que se lleve a cabo. A continuacién, se describen las principales etapas

realizadas en el procesamiento del café lavado o humedo.

a) Despulpado
Consiste en remover parte del epicarpio y del mesocarpio (pulpa) del fruto,
para acelerar la descomposicion del mucilago evitando el manchado de café
por dispersion de las antocianinas presentes en el epicarpio del fruto, debe
hacerse durante las primeras 8 horas después de la cosecha (Salinas M,
2011).

b) Fermentacion
El café despulpado es colocado en pilas de fermentacion con el objetivo de
descomponer el mucilago (sustancias pépticas, azucares, reductores y no
reductores, acidos organicos) (Salinas M, 2011).

c) Lavado
Inmersion de los granos por una corriente de agua con el fin de eliminar los
productos de la degradacion del mucilago formados durante la fermentacion
(Salinas M, 2011).

d) Secado

El secado de café se puede llevar a cabo por dos vias que a continuacién se
describen:

Via himeda: es utilizada en el café Arébica de América Central, Colombia y Africa.
El café es conocido como lavado o suave y se aplica generalmente a café Arabica,
dando un café de mayor calidad (Antiasaran et al.,, 2000). En este caso, el
despulpado se lleva a cabo utilizando un sistema de discos y rodillos, las semillas
obtenidas se dejan fermentar de 12 a 48 horas bajo la acciobn de enzimas
pectinoliticas presentes en el café lo cual facilita la eliminacion de la pulpa residual,
las semillas se tamizan y secan al sol, para finalmente pasar al descascarillador
(Belitz, 2014).
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Uno de los productos del proceso humedo es el café lavado, una de las principales
caracteristicas es el sabor y aroma con mucho cuerpo. En México, alrededor del 90%
del café es procesado por esta via (AMECAFE, 2012).

Via seca: es utilizado para todo el café Arébica de Brasil, es mas econémico que la
via humeda, pero se tiene una menor calidad de café. Asi mismo difiere en las
etapas de procesamiento antes mencionadas, donde las principales etapas son:
clasificacion, secado y descascarillado (figura 5) (Antiasaran et al., 2000). Uno de
los beneficios de la via seca es el ahorro de las etapas de despulpado y lavado. Los
frutos se dejan secar al sol hasta que la semilla desprenda de la cascara, después
pasa al descascarillado donde se elimina la pulpa, el endocarpio y el tegumento
(Belitz, 2014).

[ COSECHA

Via seca —l Via himeda
SECADO DE LA CEREZA Agua limpia LAVADO/SELECCION Agua servida
DESCASCARILLADO DESPULPADO (—» Céscara
(compostera)

:

FERMENTADO J 12 - 48 horas

|

Agua limpia -—~>[ LAVADO 1—» Aguas mieles
SECADO 12% humedad

|

!

CLASIFICACION ]

T

Temp. 20°C
l ALMACENAMIENTO oo

Figura 5. Procesamiento de café por via seca y himeda (Fonseca, 2014).

En México entre el 10 y 15 % del café se procesa mediante via seca de acuerdo a
SAGARPA, si bien los cafés lavados se consideran de una mayor calidad y son mas

comercializados en el pais, mediante la via seca se tienen otros atributos que son
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empleados en la elaboracién de expresos, solubles y cafés mezclados con azucar

(AMECAFE, 2012).

e) Almacenamiento

Una vez seco el grano (10-12% de humedad), esté es almacenado en sacos, a

granel o en silos (Salinas M, 2011).

1.7. Café tostado.

De acuerdo con la NOM-169-SCFI-2007 y la NOM-149-SCFI-2001, el café tostado

es el producto obtenido de la torrefaccion del café verde.

El tostado del café se lleva a cabo a una temperatura entre 200 y 250 °C y el tiempo
esta determinado por el término del café. La transmision de calor en los granos se
hace por conveccion mediante el contacto de los granos con las paredes del
tostador, generalmente se utlizan tostadoras centrifugas tardando
aproximadamente de 6 a 15 minutos para el tostado medio, mientras que en el
tostado por contacto se requiere un tiempo de 20 a 40 minutos. Existen nuevos
métodos de tostado rapido que disminuyen el tiempo a 2-5 minutos, sin embargo,
éste tiene una desventaja, al tener una repentina evaporacion del agua la densidad

el café molido es menor (Belitz, 2014).

En el proceso de tostado se distinguen 4 etapas principales: desecacion,
crecimiento, disgregacion y tostado completo. Los primeros cambios se presentan
a 50 °C en las capas tisulares; a continuacion, coagula la proteina y se evapora el
agua. Por encima de los 100 °C pardean los granos a causa de la descomposicién
térmica y pirdlisis de compuestos organicos, a 150 °C comienza el aumento de
volumen debido a la produccién de algunos gases como vapor de agua, CO y COz,
a 180°C-200°C se da la ruptura del grano produciendo humo azulado y aparece el
aroma, iniciando la etapa de descomposicion; finalmente al alcanzar la 6ptima

caramelizacion se tiene una humedad entre 1.5-3.5% (Belitz, 2014).
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1.7.1. Café honey

En el procesamiento del café, una de las etapas importantes es el secado del grano,
la cual determina el sabor y la calidad final del producto, por lo cual otra de las

variedades conocidas son las siguientes: lavado, natural y honey o semi-lavado.

Anteriormente se ha mencionado que la principal diferencia entre el fermentado
natural y lavado es el despulpado que se lleva a cabo en el café lavado para
después fermentarse durante un tiempo dado hasta la desaparicién del mucilago, lo
anterior otorga notas acidas y cuerpo ligero al café, mientras que el natural posee

mas cuerpo y sabor afrutado.

Por su parte el café honey se deja secar aun con el mucilago, lo cual confiere una

textura distinta (figura 6)

Figura 6. Café fermentado honey, natural y lavado.

1.7.2. Cambios en el tostado

Durante el tostado aumenta un 50-80% el volumen del grano, hay una disminucion
del peso del 13-20%, cambios de color y especialmente ocurre la formaciéon de un
aroma tipico, disminuye el peso especifico desde 1.126-1.272 a 0.570-0.694 por lo

que el café tostado flota a diferencia del verde que se hunde.

Como se ha mencionado anteriormente, el café, al ser tostado presenta cambios de
color y la aparicion de aromas, sin embargo, también se presentan cambios en su

composicién quimica. Tal es el caso de los carbohidratos, que son degradados entre
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15% y 20% de los contenidos en los granos de café, principalmente la sacarosa,

gue se degrada casi totalmente (Belitz, 2014). Mas del 99% de los azucares
reductores reaccionan con los aminoacidos en la conocida reaccién de Maillard
(Pastoriza de la Cueva, 2013), de esta manera, se forman las melanoidinas que dan

el pigmento marron a los granos de café y otorgan sabor y color a la bebida.

En cuanto al contenido total de aminoacidos, este disminuye alrededor de un 30%.
La arginina, el acido aspartico, la cisteina, la histidina, la lisina, la serina, la treonina
y metionina son los principalmente afectados, mientras que aminoacidos estables
como la alanina, el acido glutdmico y la leucina aumentan. Sin embargo, la
degradacion y disminucién del contenido de proteinas depende del grado de tueste
(Pastoriza de la Cueva, 2013).

Por su parte, el contenido de lipidos presenta ligeros cambios. Algunos de los

diterpenos que son degradados en el tostado son el cafestol y el kahweol.

1.7.3. Principales reacciones durante el tueste de café

Algunos de los cambios que se dan en el tostado se deben a diversas reacciones
gue ocurren durante el tueste, entre las cuales se encuentran la reaccion de Maillard
o pardeamiento no enzimatico que se da entre sustancias nitrogenadas como

aminodcidos y proteinas, trigonelina, serotonina y carbohidratos reductores.

También se lleva a cabo la degradacién de Strecker de aminoécidos (via reaccién
de Maillard) a aldehidos, amoniaco y CO2, asi mismo se da la formacion de
compuestos de azufrados de bajo peso molecular que contribuyen al aroma del
café. Por su parte, la trigonelina se degrada bajo condiciones de acidez que
prevalecen durante el tostado a &cido nicotinico, aumentando en un 30% respecto
a la concentracién inicial; se puede dar también la degradacion de proteinas y

aminoacidos individuales, como arginina, cisteina, lisina.

Los glucidos o hidratos de carbono no volatiles como pentosas y hexosas son
degradados por el calentamiento, produciendo compuestos con aroma a caramelo

y color oscuro, mientras que la degradacion de los lipidos se da mediante la
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autooxidacion de acidos grasos insaturados (Cis), produciendo aldehidos

insaturados.

1.7.4. Composicion del café tostado

Tabla 2. Composicién del café verde (cifras en % de extracto seco).

Componente Cantidad (%)
Agua 2.5
Proteina? 9
Polisacéridos insolubles en agua 24
Polisacéridos solubles en agua 6
Sacarosa 0.20
Glucosa, fructosa, arabinosa 0.10
Lipidos 13
Acido férmico 0.10
Acido acético 0.25
Acido clorogénico 3.7
Cafeina 1.2
Trigonelina 0.4
Sustancias aromaticas volatiles 0.1
Minerales (cenizas) 4p
Componentes sin identificar 35¢

a Expresado como la suma de aminoacidos tras hidrdlisis acida; el 1.5% son hidrosolubles.
bSon hidrosolubles el 3.5%.

¢Son hidrosolubles el 7.5%. Belitz 2014.
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El café estd compuesto por mas de 1000 sustancias quimicas distintas incluyendo

aminoacidos, compuestos nitrogenados, polisacaridos, glucidos, triglicéridos, acido
linoleico, diterpenos (cafestol y kahweol), &cidos volatiles (férmico y acético) y no
volatiles (lactico, téartarico, pirdavico, citrico), compuestos fendlicos (acido
clorogénico), cafeina y sustancias volatiles. (Lépez J, et al., 2005). En la tabla 2, se
presenta la composicion del café tostado, tomando en cuenta que la composicion
varia considerablemente dependiendo del grado de tostado, especie, variedad de

café y condiciones de crecimiento.

1.8. Acidos clorogénicos en el café

Los acidos clorogénicos son ésteres que derivan de la unién entre el acido cafeico,
ferdlico, p-cumarico o sinaptico y el &cido quinico (figura 7). Su nombre proviene del
pigmento verde formado por la reaccion entre el &cido cafeico y el cloruro férrico
(Marin G, 2008).

@]
HO 0
X OH HsCO x> OH
HO 1 HO 5
0
OH HO\\‘
HO 3
4

Figura 7. Estructuras quimicas del acido cafeico (1), &cido ferulico (2), acido p-cumarico

(3) y acido quinico (4).
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Los acidos clorogénicos se encuentran en las plantas como metabolitos secundarios
y se asocian frecuentemente con la proteccion ante el ataque de insectos y

microorganismos (Astiasaran et al., 2003).

La bebida de café es una de las principales fuentes de &cido clorogénico, su
composicion varia dependiendo de la especie, pero el que se encuentra en mayor
cantidad en los granos de café es el 5-CQA (acido 5-cafeoilquinico) (figura 8) (Trigo
2009). Los acidos clorogénicos se encuentran como mono y di-ésteres, y conforman
mas de 40 acidos, en grupos de isdbmeros con sustituciones en las posiciones 1,3-,
4- 6 5- del &cido quinico (Marin G, 2008).

OH
OH

Figura 8. Estructura quimica del acido clorogénico: acido 5-cafeoilquinico.

1.8.1. Acidos clorogénicos en el café verde

En el grano de café verde, los acidos clorogénicos se encuentran en forma de sales
de potasio; su contenido varia entre el 6 y 7% en los cafés Ardbica, aunque su
contenido varia con la especie y las condiciones de crecimiento del arbol de café.
Los &cidos clorogénicos se encuentran en la superficie del grano de café, y se les
ha asociado con el sabor amargo del café (Farah y Marino, 2006), eso se debe a
gue en el tostado sufren hidrdlisis, liberando acido quinico y algunos compuestos
fendlicos responsables del amargor.

De acuerdo a la IUPAC, se pueden clasificar segun el acido hidroxicinamico al que
se encuentren unidos en: 4 4cidos cafeoil-quinicos (CQA), 6 4&cidos di-

cafeoilquinicos (di-CQA), 3 &acidos feruloil-quinicos (FQA), 3-acidos di-feruloil-
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guinicos (diFQA), 3 acidos p-cumaroil-quinicos (p-CoQA),6 acidos cafeoil-feruloil-

quinicos (CFQA), 6 acidos p-cumaroil-feruloil-quinicos (p-CoQFA), 3 acidos
dimetoxicinAmico-quinico y 3 acidos cafeoil-dimetoxicinAmico-quinicos (Marin G,
2008).

Se ha encontrado un mayor contenido de acido clorogénico en frutos inmaduros de
café que en los maduros, asi mismo, se ha encontrado que su contenido disminuye
segun el tostado (Marin G, 2008). Por ello, la relaciéon entre el contenido de los
acidos 3, 4 y 5 cafeoilquinicos (que aumenta con la maduracion) y los acidos
5feruloilquinicos 3, 4, 3,5 y 4,5-dicafeolquinicos (que permanecen constantes), se
ha propuesto como un indicador del estado de maduracién del grano (Salinas,
2011).

1.8.2. Acidos clorogénicos en el café tostado
Los &cidos clorogénicos determinan la calidad y el sabor del café tostado ya que
confieren astringencia, amargor y acidez a la bebida. Sin embargo, en

concentraciones elevadas, pueden producir sabores indeseables.

Se ha reportado que en la torrefaccién del grano de café, estos presentan diferentes
reacciones en el tostado como isomerizaciones, disminuyendo el 5-CQA; otra parte
de los acidos clorogénicos se une a las melanoidinas en la reaccion de Maillard
hidrolizdndose entre el 5 y el 8% de los acidos clorogénicos; al tener un tostado
intenso se transforman en catecol, guayacol y pirogalol, por lo que los acidos se
reducen aproximadamente en un 90% durante el tostado (Marin G, 2008). Aunque
los acidos clorogénicos se degradan durante el tostado, la bebida de café es

abundante en estos compuestos.

Los acidos clorogénicos son degradados en un 30% durante el tostado normal, y un
70% en el tostado intenso (Belitz 2014). En la tabla 3 se presenta la cantidad en %

en la cual estan presentes los distintos isdmeros en el café tostado normal.
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Tabla 3. Acidos clorogénicos del café tostado

Compuesto Cantidad (%)
Acido 5-cafeoilquinico (acido 2.0
clorogénico)

Acido 4-cafeoilquinico (acido 0.2
criptoclorogénico)

Acido 3-cafeolquinico (acido 1.0
neoclorogeéico)

Acido 3,4-dicafeoilquinico (acido 0.01
isoclorogénico a)

Acido 3,5-dicafeoilquinico (acido 0.09
isoclorogénico b)

Acido 4,5-dicafeoilquinico (acido 0.01
isoclorogénico c)

De acuerdo con diversos estudios, el acido clorogénico del café verde 5- CQA
protege a las células del higado humano contra el estrés oxidativo. Asi mismo se

les han atribuido efectos antioxidantes y anticancerigenos (Luceri 2017).

1.9. Polifenoles

Los fenoles son compuestos quimicos que se encuentran ampliamente distribuidos
en frutas y verduras (LOpez, 2018). En las plantas son utilizados como sistema de

defensa ante patdgenos y como proteccion contra la radiaciéon UV.

Quimicamente, los fenoles pueden ser definidos como substancias que poseen un
anillo aromético con uno o mas grupos hidroxilo, incluyendo sus derivados
funcionales de ésteres, ésteres de metilo, glicosidos, etc., algunos presentan
actividad antioxidante, la cual depende del nimero y la posicion de los grupos OH
y el pH (Belitz, 2014).

Asi mismo, a los polifenoles se les atribuyen algunas propiedades sensoriales, como
color a las antocianinas, sabor amargo por las flavononas de los citricos,
astringencia por los taninos condensados y aroma, como el eugenol en platano, por

ejemplo, (Escutia 2011).
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1.9.1. Clasificacion de polifenoles
Existen diversas clasificaciones de los polifenoles debido a la diversidad estructural.
De manera general, se clasifican en fenoles, acidos fendlicos y flavonoides (Porras
et al., 2009).
Los &cidos fendlicos son derivados del acido hidroxicinAmico como el cafeico,
feralico, p-cumérico y sindptico ya que generalmente se encuentra presente en

forma de derivados (figura 9).

ACIDOS BENZOICOS ACIDOS CINAMICOS

R

O

o

HO HO OH
OH
R—0
Acido galico, R = H Acido p-cumarico

Acido siringico, R= OCH;

Figura 9. Estructura general de acidos fendlicos.

Los flavonoides constituyen el grupo mas importante dentro de los polifenoles, ya
gue se encuentran en mayor concentracion en las planta;, con bajo peso molecular,
comparten el esqueleto mostrado en la figura 10, en la cual se presenta su
estructura general que consta de 3 anillos, dos aromaticos (anillo A y B) y uno
heterociclo oxigenado (anillo C) asi como dos anillos aromaticos unidos por una
cadena de 3 atomos de carbono (C6C3C6) (Mercado G, 2013).

Debido a la variedad de sustituciones, se clasifican a su vez en: flavonoles, flavonas,
flavononas, flavonololes, isoflavonoides, catequinas, chalconas, dihidrochalconas,
antocianinas, leucoantocianidinas o flavandioly proantocianidinas o taninos
condensados (taninos no hidrolizables). Dentro de ellos, los mas abundantes en los
vegetales son las flavonas y los flavonoles, generalmente se encuentras en las
capas superficiales para proteger de la oxidacion los tejidos de las capas inferiores
(Zavaleta J, 2005).
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Figura 10. Estructura bésica y tipos de flavonoides (Chavez, 2007).

1.9.2. Polifenoles en los granos de café
En los granos de café, los compuestos fendlicos se encuentran predominantemente
como acidos clorogénicos, sin embargo, también se encuentran presentes otros,
aungque en menor proporcion como compuestos fendlicos no flavonoides, tal es el
caso del &cido gélico, el &cido p-hidroxibenzoico,los &cidos hidroxicinamicos como
el &cido cumarico y el acido cafeico.
El acido p-cumarico es un metabolito presente en las plantas, al cual se le atribuyen
propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias, sugiriendo la posible prevencion de
enfermedades vasculares (Luceri et, al., 2017).
Otros compuestos bioactivos encontrados en el café son las metilxantinas, la
cafeina y la teobromina, siendo la cafeina el principal alcaloide en el café y su
concentracion depende de la variedad, proceso de tostado y preparaciéon de la
bebida (Vega A, et al., 2018).

1.10. Métodos de extraccion de compuestos fendlicos

El método de extraccion es considerado uno de los pasos mas importantes para el
tratamiento de la muestra, ya que influye directamente en la determinacion
cuantitativa del extracto; consiste en la separacion del analito (compuesto fendlico)

en un disolvente adecuado y bajo condiciones analiticas ideales de temperatura y
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pH, con la final de reducir o eliminar posibles interferencias (Chavez, 2007). Las

técnicas de extraccion se pueden clasificar y no tradicionales.
d
1.10.1. Extraccion por métodos tradicionales
Se basa principalmente en la seleccion de disolventes y condiciones de temperatura
0 agitacion con la finalidad de incrementar la solubilidad de los materiales y la tasa
de transferencia de masa.
a) Maceracion: es un proceso de extraccion solido-liquido, donde la materia
prima posee una serie de compuestos solubles en el extractante, por lo que
de él depende la naturaleza de los compuestos extraidos. Se puede llevar a
cabo en frio o en caliente y puede ser simple o fraccionada.
La maceracion en frio consiste en colocar el producto con una cantidad
suficiente de disolvente por un lapso de tiempo determinado; presenta
algunas ventajas como el minimo uso de equipos y de energia, pero requiere
periodos de tiempo mas largos, mientras que en la maceracion en caliente
se requiere el uso de calor, por lo cual el proceso se acelera, aunque una
desventaja podria ser la degradacion de los compuestos termolabiles
b) Agitacion magnética: se basa en la rotacion de un campo magnético externo
que induce a girar un iman introducido en la solucién de reaccion, el campo

magnético puede ser variado por el operador.

1.10.2. Extraccion por métodos no tradicionales.
1.10.2.1. Ultrasonidos

Estos métodos mejoran la eficiencia de extraccion por accién fisica en el medio
respecto a los métodos tradicionales (Gao y Liu, 2005). Entre ellos se encuentra la
extraccion asistida por microondas, la extraccion por fluidos supercriticos, la

extraccion turbo, la extraccion eléctrica, extraccion asistida por ultrasonido, etc.

La extraccion asistida por ultrasonido se basa en el fendmeno de la cavitacion (figura
11) dado por la formacién, crecimiento y colapso de burbujas de vapor o gas debido

a la accion del campo ultrasonoro dentro de un liquido. El tiempo de vida de las
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burbujas es de microsegundos, por lo que al llevarse a cabo su implosion genera
elevadas temperaturas (500°C) en el interior de la burbuja a presiones de 100 MPa,
formando a su vez especies muy reactivas como radicales hidroxilos, hidroxiperoxilo

y peroxido de hidrogeno.

Compresion

AN
=N

Expansion

Tamafio de O ° O o lm.p|05|on
violenta

burbuja

Tamafio maximo de
burbuja

Figura 11. Fendmeno de cavitacion durante el ultrasonido de alta intensidad (adaptado de
Salazar et al., 2010).

En la extraccion asistida por ultrasonido se usan ondas de una frecuencia
determinada causando que las particulas solidas y liquidas vibren y se aceleren
ante la accion ultrasonica; como resultado el soluto, pasa rapidamente de la fase
sélida al disolvente. Una de las ventajas de este método es el aumento de la eficacia
de la extracciéon debido a que las burbujas colapsan de forma asimétrica durante la
expansion lo que genera turbulencias y aumenta la circulacion de la corriente
liquida, tales efectos mecanicos generados provocan la ruptura de la pared celular
y la reduccion del tamafio de las particulas aumentando el &rea de contacto entre la
fase sélida y el disolvente facilitando la transferencia de masa por difusién y

procesos osméticos (Rodriguez Z, 2014).

En el proceso de extraccibn mediante ultrasonido interfieren varios factores como el
volumen de la muestra, el tamafo de particulas de la muestra, el disolvente de
extraccion (polaridad y solubilidad), el pH de la solucion extractante, el volumen del
disolvente de extraccion, la frecuencia del sonicado que influye en la formacién de

burbujas (a frecuencias mas altas, la produccion de burbujas de cavitacion es mas
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dificil), el tiempo y la temperatura de extraccion (a temperaturas altas hay mayor
eficiencia respecto a la extraccion en frio, tomando en cuenta que hay analitos que

se pueden degradar a altas temperaturas) (Fernandez M, 2011).

1.11. Determinacion de polifenoles por el método Folin-Ciocalteu

El método mas utilizado para la determinacion del contenido de polifenoles totales
es el de Folin-Ciocalteu (F-C). Se basa en la capacidad de los fenoles para
reaccionar con agentes oxidantes. La adicion de polifenoles a pH basico
(aproximadamente 10) proporciona la presencia de iones fenolato que, al entrar en
contacto con el reactivo de F-C el cual consiste en una disolucion de iones
complejos provenientes de los heteropolidcidos fosfotugstico (H3PW120a40) y
fosfomolibdico (HsPM012040), inician una secuencia de reacciones de transferencia
de electrones llevando a la reduccion del mismo a un estado de oxidacion de 5+
(figura 12), y generando especies de color azul posiblemente de la forma
(PMoW11040)*, que son detectables a una longitud de onda de 730 nm (Sanchez
Rangel, et al 2013; Escutia, 2011).
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. \[ imarillo \
\\‘}’ / ‘
| : J l‘ Reactivo de Folin
H | ‘ 1 % reducido (W*,
‘. l Ml.\-'.:' cotor arul

Figura 12. Mecanismo de reaccion de F-C.

Se debe tomar en cuenta que el método de Folin-Ciocalteu carece de especificidad,
ya que el reactivo F-C es susceptible a ser reducido no so6lo a por todos los
polifenoles, sino también por otros reductores como son el acido ascérbico, glucidos

(glucosa y fructosa), aminas aromaticas, sales de hierro (ll), ciertos aminoacidos,
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diéxido de azufre, entre otros, por lo que se debe tener presente los posibles

interferentes no-polifendlicos que pudiera contener la muestra (Chavez K, 2007).

La absorbancia del producto de reaccion es detectable a una longitud de onda de
730 nm y mediante el uso de la ley de Lambert-Beer (ecuacion 1) tal absorbancia

se relaciona directamente con la concentracion del analito en cuestion.

1.11.1. Espectroscopia

La espectroscopia es una técnica de andlisis que se basa en la absorcion de
radiacion por las moléculas. Las mas utilizadas son la espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN), la espectroscopia de infrarrojo, la espectroscopia

ultravioleta y la espectroscopia de masas.

En la radiacion UV se encuentra entre la luz visible y los rayos X del espectro
electromagnético. De esta manera, la ultravioleta visible (UV/VIS) se fundamenta en
la cantidad de energia que puede absorber (UV cercano a A2=200400 nm y Vis
A=400-800 nm) o transmitir una muestra en funcién de la cantidad de sustancia

presente (Gonzéalez M, 2015).

Mediante la ecuacién de Lambert-Beer (ecuacion 1), se puede relacionar la fraccién

de radiacién absorbida con la concentracion del analito y el espesor del medio.

A=ICe (2)
A = Absorbancia

[ = longitud de paso éptico (cm)

., . ny L
C = Concentracion de la disolucion ( ﬁ)

e = Coeficiente de absortividad molar (cm ﬁ)

También existe la espectroscopia de fluorescencia, la cual se fundamenta en la
fluorescencia de una muestra que es previamente excitada por un haz de luz

(generalmente luz ultravioleta). Las moléculas son excitadas mediante la absorciéon
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de una onda electromagnética, desde su estado electrénico fundamental a uno de

los diversos estados electronicos excitados, o que provoca la emision del foton
(Gonzalez M, 2015).

1.12. Estrés oxidativo, radicales libres y antioxidantes

En los ultimos afios se ha despertado un gran interés en el campo de la investigacion
sobre el estrés oxidativo debido a la relacion que tiene con algunas enfermedades

neurodegenerativas.

El estrés oxidativo se puede definir como una perturbacion del equilibrio entre
prooxidantes y antioxidantes, con un desplazamiento a favor de los prooxidantes
dando lugar a cambios en las biomoléculas por los radicales de oxigeno formados

y las modificaciones funcionales.

Los radicales libres (RL) son &omos o moléculas que contienen uno 0 mas
electrones no apareados en el orbital mas externo, lo que produce una gran
reactividad de dicha estructura, un ejemplo es la intervencion de estas especies
reactivas en procesos bioquimicos a nivel celular. La produccion de estos
metabolitos fisioldégicos es normal en el cuerpo humano, sin embargo, se puede
incrementar en algunas condiciones rompiendo el equilibrio entre ellos y los
antioxidantes. Se producen principalmente en la mitocondria, al llevarse a cabo la
respiracion celular; también son producidos por los fagocitos activados (neutrdfilos,
monocitos o0 macréfagos) que producen superdxido (Oz7) como mecanismo
protector frente a agentes u organismos extrafios y este a su vez se transforma en
el radical hidroxilo (OH) aun mas reactivo que el anterior, por autooxidacion de
compuestos como aminoacidos, o activacion catalitica de diversas enzimas (Bonilla
L, 2005). Otras de las especies reactivas son el radical alcoxilo (RO-), peroxilo
(ROO") y 6xido de nitrégeno (NO-), también se conocen oxidantes no radicales como

peréxido de hidrégeno (H2032), oxigeno singulete (*0O2) y peroxinitrito (ONOO).

Se conocen algunas fuentes exdégenas que ocasionan la formacion de radicales

libres de diferente origen, tanto ambientales como el tabaco, la radiacion
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electromagnética, o la luz solar; farmacoldgicas y nutricionales como contaminantes
o0 aditivos.

Los antioxidantes son sustancias que retardan o inhiben la oxidacion de sustratos
susceptibles a radicales libres y por lo tanto pueden prevenir los efectos adversos
de especies reactivas sobre las funciones fisioldégicas normales de los humanos.
Existen diversos sistemas de defensa naturales tanto enzimaticos (superoxido
dismutasa, glutatibn peroxidasa, glutation reductasa y catalasa) como no
enzimaticos como la vitamina C, los carotenos entre los cuales destacan los B -
carotenos (precursores se vitamina A), ferritina, selenio, flavonoides y la vitamina E
(tocoferoles y tocotrienoles, que constituyen antioxidante mas utilizado en la fase

lipidica), los segundos pueden ser ingeridos en la dieta.

Las especies reactivas de oxigeno pueden dafiar macromoléculas celulares, un
factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como
arterosclerosis, Alzheimer, Parkinson, cancer, diabetes, artritis reumatoide y

enfermedades inflamatorias (L6pez, 2015).

1.12.1. Capacidad antioxidante de polifenoles

Desde el punto de vista de su actividad biol6gica, muchos polifenoles tienen
propiedades captadoras de radicales libres, lo que les confiere actividad
antioxidante, que podria estar relacionada con la prevencion de enfermedades

cardiovasculares y de algunos tipos de cancer (Barberan, 2003).

Se cree que la funcion antioxidante de los polifenoles radica en la amplia gama de
actividades biologicas, como secuestradores de radicales libres, quelacion metalica
y su capacidad para la modulacién de enzimas (lipooxigenasas, ciclooxigenasa,
xantina oxidasa), asi como sus efectos sobre las vias de sefializacion celular y en
la expresion de genes.

La estructura quimica de los compuestos fendlicos es la que le confiere su
capacidad para actuar como captadores de radicales libres. El tipo de compuesto,
el grado de metoxilacion y el nimero de grupos hidroxilo son algunos de los

pardmetros que determinan esta actividad antioxidante. En general, los polifenoles
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se encuentran en aceites, frutas, asi como en determinadas bebidas obtenidas por

fermentacion a partir cereales y uvas como la cervezay el vino, respectivamente.

1.12.2. Actividad antioxidante de los CGAs (acidos clorogénicos)

La actividad antioxidante de los CGAs esta relacionada con el grupo fenol presente
en su estructura, por lo que se ha sugerido su utilidad en la prevencion de

enfermedades oxidativas.

El café es una de las bebidas mas consumidas en el mundo, siendo una de las
principales fuentes de antioxidantes al ser consumido en cantidades moderadas,
por lo que se ha asociado con la reduccién de riesgo de enfermedades vasculares,

Alzheimer y Parkinson, asi como actividad antiinflamatoria y antibacteriana.

El 4cido clorogénico es el compuesto fendlico mas abundante en el café (una taza
puede contener entre 70 y 350 mg de acido clorogénico) y es el compuesto que mas

contribuye a su capacidad antioxidante.

1.13. Métodos para determinar la capacidad antioxidante

Dado que hoy en dia existe un marcado interés en el estudio de antioxidantes de
fuentes naturales, se han desarrollado distintos métodos analiticos tomando en
cuenta la muestra a analizar para poder obtener el mejor rendimiento en la

extraccion.

Una de las estrategias mas utilizadas es determinar la capacidad antioxidante frente
a sustancias cromogenas de naturaleza radical; la pérdida de color ocurre de forma
proporcional con la concentracion. Los métodos cromégenos mas utilizados son
ABTS (4cido 2,2"-asino-bis-3-etilbenzoatiazolin-6-sulfonico), DPPH (1,2-difenil-
2pricril-hidrazilo), DMPD (N,N-dimetil-p-fenilendiamina), DMPO, FRAP (poder de
reduccion antioxidante del hierro), CUPRAC (capacidad de reduccion antioxidante
de cobre), TRAP (parametro antioxidante de captura de radicales), LDL (inhibicion
de la oxidacion de los lipidos de baja densidad) y ORAC (L6pez, 2015).
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De acuerdo a las reacciones quimicas involucradas, los métodos se pueden dividir
en dos categorias:a) transferencia de un atomo de hidrégeno (TAH) en el que el
antioxidante atrapa un radical peroxilo por donacion de atomos de hidrégeno,

generando un hidroperéxido y un radical antioxidante més estable quimicamente.

b) Transferencia de electrones (ET) que involucra una reaccion redox, en la que el
antioxidante puede donar un electron al radical peroxilo, formando entre los
productos un anion peroxilo y un cation radical del antioxidante. Los mecanismos se

describen en la figura 13 (Jiménez W, 2019):

ROO" + ArOH — ROO" + ArOH™ (SET)

ROO" + ArOH — ROOH + ArO" (HAT)

Figura 13. Mecanismo de reaccion de transferencia de un atomo de hidrogeno y

transferencia de electrones.

1.13.1. Método ORAC (capacidad de absorcién de radicales oxigeno)

Uno de los métodos mas empleados para medir la capacidad antioxidante en
alimentos es el método ORAC. Esta técnica determina la capacidad antioxidante
mediante un método fluorimétrico. Consiste en evaluar la degradacion oxidativa de
una molécula fluorescente (fluoresceina), se utiliza como un radical iniciador
AAPH2,2,"-azo-bis(2-amidino-propano) dihidrocloruro), que por descomposicion
térmica a 37°C genera radicales peroxilo que causan dafio a las moléculas
fluorescentes (Lopez P, 2015). Las especies antioxidantes son capaces de bloquear

estos radicales libres por donacion de un atomo de hidrégeno (figura 14).

Los radicales libres pueden oxidar a la fluoresceina y por el contrario el antioxidante
evita esta oxidacion, es decir, los radicales peroxilo oxidan a la fluoresceina de
forma que esta pierde su fluorescencia. En presencia de un antioxidante los RL
captan un atomo de hidrogeno del antioxidante, por lo que disminuye la pérdida de
fluorescencia. De esta manera, el método ORAC mide el retraso, en presencia de

antioxidantes, de la disminucion de la fluorescencia debido a la accién de radicales

peroxilo (Lopez P, 2015).
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Figura 15. Mecanismo de reaccion del método ORAC.

1.14. Anélisis por inyeccion en flujo (FIA)

El analisis por inyeccion en flujo (FIA, por sus siglas en inglés: Flow Injection
Analysis) se ha convertido en una de las formas mas avanzadas de la quimica
analitica para manipular disoluciones acuosas o0 mezclar reactivos sin la necesidad
de intervencion humana. Este tipo de analisis presenta una gran variedad de
ventajas, como ahorro de tiempo en el andlisis y uso de reactivos gracias a la
automatizacion, velocidad de andlisis y la realizacién de analisis reproducibles
durante tiempo prolongado.

El FIA es una metodologia basada en la inyeccion no segmentada de muestras en
una corriente portadora que fluye de manera unidireccional a la que se agregan los

reactivos en puntos de confluencia y que al momento de la deteccidén no se alcanza
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ni el equilibrio fisico ni quimico, por lo que la muestra inyectada es diluida en la

disolucién portadora o en el reactivo (figura 15) (Cafizares M, 2002).

Direccion del

Fl
ujo

Figura 15. Dispersion que sufre el bolo de muestra al pasar a lo largo de la configuracion
(Canizares M, 2002).

Al ser un sistema continuo se obtiene una sefial trascendente cuyo maximo
corresponde a la parte del bolo menos diluida. Existen dos mecanismos que
contribuyen a la dispersién del bolo de muestra inyectado: el transporte por
conveccion que origina un perfil parabdlico donde la velocidad lineal de las
moléculas es cero en las paredes del tubo y media en el centro; y el transporte por
difusién debido a la formacion de gradientes de concentracion tanto horizontales

como verticales (Cafizares M, 2002).

Por lo tanto, la forma de una sefial FIA (pico) dependera del tiempo en el que el bolo
de muestra se encuentra dentro del sistema, asi como de las caracteristicas
hidrodindmicas del sistema FIA (Ruzicka y Hasen, 1988). A tiempos cortos no se
genera gradiente de concentracion, mientras que a tiempos largos se originan picos

anchos a causa de una alta dispersion.

1.14.1. Instrumentacion del sistema FIA.

a) Sistemade propulsion: tiene como funcion establecer un flujo de caudal
constante, ausente de impulsos y reproducible, para ello se utiliza una
bomba peristaltica, las cuales consiste en un tambor con una serie de
rodillos, los cuales comprimen un tubo por el cual pasa el reactivo

proporcionando un flujo pulsante.
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En la figura 16, se muestra un ejemplo de un canal de una bomba
peristaltica, donde el caudal es controlado mediante el diametro interno

del tubo y la velocidad del rotor.

Figura 16. Representacion de un canal de una bomba peristaltica (Salinas M,
2011).

b) Sistema de inyeccion: permite introducir en el flujo un volumen definido,
exacto y reproducible. Actualmente se utilizan valvulas rotatorias, en las
que la muestra se introduce en la corriente del fluido portador,
generalmente se utilizan valvulas hexagonales, con seis orificios, tres de
entrada y tres de salida que pueden estar en dos posiciones: de carga o
llenado e inyeccién. El volumen de inyeccion en flujo abarca desde los 5
a 200 pL.

c) Reactor o zona de reaccion: es en donde tiene lugar el transporte y se
lleva a cabo la reaccién, la longitud del reactor es definida por la cinética

de la reaccion, pueden ser de distintos tipos (figura 17).

l. Tubo recto abierto: son reactores constituidos por un tubo recto de
diametro y longitud variable.

Il. Tubo enrollado: se encuentran enrollados helicoidalmente en torno a un
cilindro rigido (varilla de vidrio o plastico).

1. Reactor SBSR: es mejor conocido como un reactor de bolitas en cadena
simple, consiste en un tubo relleno de un polimero en forma de bolitas,
cuyo didmetro corresponde de un 60 a 80% del diametro del tubo, es
poco utilizado debido a las desventajas, principalmente al aumento del
tiempo de residencia que interfiere en la sefal obtenida.

\VA Camara de mezclado: es utilizada cuando se requiere un mayor grado de

mezclado (punto de confluencia) o total homogeneizacion de la muestra.
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Esto generalmente se presenta cuando se tienen distintas caracteristicas
de la muestra y el reactivo como viscosidad, es utilizada principalmente
en valoraciones FIA.

Reactor entretejido: promueve una dispersion radial.

Figura 17. Tipos de reactores empleados en el sistema FIA. A) Tubo recto abierto, B)

Tubo enrollado, C) Reactor Single-Bead String Reactor, D) Camara de

mezclado y E) Reactor entretejido (Salinas M, 2011).

d) Sistema de deteccidn: el sistema de deteccion se elige de acuerdo a lo

que va a ser medido, pueden ser detectores electroquimicos,
amperometricos, opticos, fluorimétricos. Debe presentar un bajo nivel de
ruido, una respuesta rapida y lineal, asi como alta sensibilidad.

Sefial del sistema: como se ha mencionado anteriormente, en el sistema
FIA la sefal obtenida presenta forma de pico, mejor conocido como
fiagrama. En la figura 18 se presenta un ejemplo de la sefial obtenida en
el analisis, donde, h corresponde a la altura del pico y esta relacionada
con la concentracién del analito, t es el tiempo de residencia dado por el
tiempo transcurrido desde la inyeccién hasta alcanzar una sefial maxima,
At corresponde al periodo en el cual la sefal sale y se vuelve de nuevo a

la linea base.
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Figura 18. Sefial obtenida en una configuracién FIA.

Para la determinacion del contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante

en las distintas variedades de café se utilizé el sistema Folin-Ciocalteu acoplado a

FIA y ORAC acoplado a FIA, respectivamente.
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2. METODOLOGIA
2.1 Materiales, instrumentos y reactivos.

De manera practica, los equipos e instrumentos utilizados se dividieron de acuerdo
con cada una de las metodologias implementadas.

En la tabla 4 se presentan los reactivos utilizados, tanto para el tratamiento
de muestra (uso de reactivos de Carrez), asi como para la determinacion de
polifenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu y capacidad antioxidante

utilizando el sistema ORAC.

Tabla 4. Reactivos utilizados para la determinacion de polifenoles totales y capacidad
antioxidante por ORAC-FIA.

Reactivo Marca Pureza
Agua destilada Merck -
Etanol J.T Baker -
Metanol J.T Baker -

Preparacion de reactivos de Carrez

Acetado de zinc dihidratado J.T Baker 99%
Acido acético glacial J.T Baker -
Hexacianoferrato de potasio (ll) trihidratado Sigma Aldrich 99%

Determinacién de polifenoles totales Folin-Ciocalteu

Reactivo de Folin Merck 2N
NaOH Fermont 98%
Acido clorogénico Sigma Aldrich 95%
Acido cafeico Sigma Aldrich 100%




Metodologia

Determinacién de capacidad antioxidante por ORAC-FIA

Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman- Sigma Aldrich 97%
2carboxilico)

Acido cafeico Sigma Aldrich 100%
Fluoresceina Fluka analitical -
AAPH Acros organics 98%
2,2 -azobis-(2-amidino-propano)

Fosfato de potasio monobasico Sigma Aldrich 99%
Fosfato de sodio dibasico heptahidratado Sigma Aldrich 98%

2.2 . Preparacion de disoluciones:
a) Disolucién metanol-agua (70:30 v/v): se midieron 70 mL de metanol con una
probeta de 100 mL, se transfirieron a un matraz volumétrico de 100 mL, y se
llevd a la marca del aforo del matraz con agua destilada.

b) Reactivos de Carrez:

Carrez I: Se pesaron aproximadamente 24 g de acetato de zinc, se disolvieron en
50 mL de agua destilada y se transfiri6 a un matraz volumétrico de 100 mL, se

adicionaron 3 mL de acido acético y se llevé al aforo con agua destilada.

Carrez Il: Se pesaron aproximadamente 15 g de hexacianoferrato de potasio (ll)
trinidratado, se disolvieron en 50 mL de agua destilada y se llevaron a un aforo de

10 mL en un matraz volumétrico (Flores R, 2018).

c) Hidréxido de sodio 0.5 M: se pesaron 2.04 g de NAOH, se disolvieron en 50
mL de agua destilada y se transfirieron a un matraz aforado de 100 mL, se
llevé a la marca de aforo con agua destilada.

d) Hidroxido de sodio 2N: se pesaron 2.04 g de NAOH, se disolvieron en agua

destilada y se llevaron a un aforo de 25 mL.
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e) Dilucion Folin-Ciocalteu: se midieron 10 mL del reactivo de FC utilizando una
pipeta volumétrica de 10 mL, se transfiri6 a un matraz aforado de 100 mL y
se llevé al aforo con agua destilada.

f) Disolucion amortiguadora de fosfatos 0.5 M a pH=7: se pesaron 2.06 g de
fosfato de potasio monobasico y 2.6 g de fosfato de sodio dibasico
heptahidratado, se mezclaron y disolvieron en 400 mL de agua destilada, se
introdujo el potencibmetro en la disolucidon y se ajusto el pH a 7 agregando
gota a gota NaOH 2N y se llevé a un aforo de 500 mL.

g) Disolucién de fluoresceina: se utilizé una disolucién stock de 6x10 M, a partir
de ella se prepard una disolucion de 6x10° My a partir de ella se elaboracion
las siguientes disoluciones: 1.5x107 M, 2.2x107 M, 3x107 M las cuales
fueron necesarias para llevar a cabo el disefio de experimentos.

h) Disolucién metanol:agua (70:30 v/v): se midieron 70 mL con una pipeta
graduada de 100 mL, se transfirieron a un matraz volumétrico de 100 mL y

se afor6 con agua destilada.

En la tabla 5 se presentan los instrumentos y equipo utilizado a lo largo del proceso

experimental.

Tabla 5. Equipos, instrumentos utilizados para la determinacion de polifenoles totales, y
capacidad antioxidante.

Equipo Marca Modelo
Trituradora Pro-Prep WCG75
Ultrasonido Branson 250
Bafio con ultrasonido Branson 2510
Centrifugadora Hettich-Zentrifugen EBA-20
Balanza analitica Ohaus E12140
Potenciometro OAKTON 105762
Parrilla con agitacion CIMAREC SP46925
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Determinacién de polifenoles totales Folin-Ciocalteu

Detector UV-Vis

Ocean Optics

USB4000

Bomba

Smatec

RS232

Fibras opticas 400 uM

Ocean Optics

Valvula de inyeccion

Rheodyne

Tuberias de teflén

Determinacién de capacidad antioxidante or ORAC-FIA

0.45 um, 47 mm de diametro)

Fluorimetro fotomultiplicador de tubo con| Fialab RS232

deteccion en flujo

Bafio Maria Thermo Scientific | 2825

Unitylab

Celda de flujo Hellma

2 Bombass peristalticas Ismatec 15M4408
RS232

Tuberias de teflon - -

Valvula de inyeccion Rheodyne -

Celda de extraccién en flujo con filtro de| Whatman -

membrana de polipropileno

Membrana de polipropileno tamafio de poro | Whatman H714700204478

2.3. PROGRAMAS INFORMATICOS

Los programas computacionales empleados durante y después del desarrollo

experimental fueron: Ocean View, para la cuantificacion de polifenoles totales; el

programa FlAlab para el control de medicion y registro de intensidades

fluorescentes, que en este caso fueron utilizados para la determinacién de la




Metodologia

capacidad antioxidante; Statgraphics Centurion XVI.I para llevar a cabo los disefios

de experimentos utilizados y el analisis estadistico junto con Microsoft Excel 2016.

2.4. MUESTRAS ANALIZADAS

2.4.1. Café en grano verde, tostado y bourbon.

Todas las muestras de café fueron de la variedad arabica, el café verde y tostado
marca Villarias fueron adquiridos en el expendio LOpez No0.68 esquina
Ayuntamiento, Colonia Centro. Los tipos de café que se analizaron fueron: verde,
claro, mediano, italiano y cubano.

Por otro lado, se trabajo con tres tipos de café marca Finca Las Nieves (Oaxaca) tipo
“Single Estate Organic Cofee”: bourbon lavado, bourbon honey y café Single.

Todos los cafés se obtuvieron en forma de grano.

< -

Figura 19. Granos de café Arabica analizados, de izquierda a derecha se muestra el café verde,

claro, mediano, italiano y cubano.

2.4.2. Preparacion de las muestras

Las muestras de café fueron almacenadas a temperatura ambiente. Cada
muestra se molié en una trituradora en un tiempo de 5 minutos por cada 30 g de café,
en el caso del café verde fue necesario repetir la operacion tres veces hasta obtener
una mayor homogeneidad en la muestra. Una vez molido el café fue almacenado en

bolsas cerradas ziploc hasta su posterior analisis.

Del café molido se utilizé aproximadamente 0.9 g para cada una de las extracciones, de

acuerdo con lo reportado por Salinas 2011.
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2.5. METODOS DE EXTRACCION

En este trabajo se compararon 3 métodos de extraccion con dos extractantes
distintos. Cada una de las extracciones se llevé a cabo por triplicado para las distintas

muestras de café molido.

2.5.1. Maceracién utilizando cafetera de prensa francesa.

Se calentd agua destilada hasta alcanzar 87°C en una parrilla de calentamiento, se
pesaron 0.90 g de café (verde, tostado o bourbon) y se afiadieron 20 mL de extractante

(agua destilada 87°C), se introdujeron en la cafetera y se dej6 reposar por 2 minutos.
2.5.2. Agitacién magnética y calentamiento.
En este caso se analizaron dos extractantes:

a) Se calent6 agua destilada hasta 87°C, se pes6 0.90 g de cada muestra (cafés
tostados, bourbon lavado/ honey y single); se afiadieron 20 mL del
extractante, se agitd durante 5 minutos, manteniendo el control de la
temperatura.

b) Se prepard una disolucion de metanol: agua (70:30 v/v), se calentd hasta
alcanzar una temperatura de 70°C. Se pes6 0.9 g de cada una de las
muestras de café, se afiadieron 20 mL del extractante y se agité durante 10
minutos.

2.5.3. Ultrasonido y calentamiento
Para optimizar la extraccion por ultrasonido se llevé a cabo un disefio de experimentos.
2.5.3.1. Optimizacion de la extracciéon por ultrasonido. Disefio de
experimentos.
La extraccion con ultrasonido se realizé de forma directa con una sonda de
ultrasonido Branson 250 con punta cilindrica de titanio de 13 mm de diametro, 20
kHz y 400W de potencia total.
Se realiz6 un disefio de experimentos para la extraccion con ultrasonido, para lo

cual se peso aprox. 0.9 g de café claro utilizando como extractante agua

destilada a 87°C, posteriormente se seleccionaron los factores que influyen en
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la extraccion, véase tabla 6. Se utilizé agua destilada a 87 °C debido a que fue
el extractante utilizado en la extraccion con cafetera que es el método que se

asimila mas a las condiciones en las cuales es preparado por los consumidores.

Tabla 6. Factores evaluados del disefio para ultrasonido utilizando una potencia de 45%.

Factores livel
Inferior (1) Superior (S)
Tiempo de irradiacion (s) 5 10
Tiempo de no irradiacion (s) 5 10
Numero de ciclos 2 8

Tabla 7. Matriz de disefio de experimentos factorial completo 23 con 3 puntos centrales a
una potencia de 45%.

No. Tiempo de Tiempo de no Numero de ciclos
Experimento irradiacion (s) irradiacion (s)

1 10.0 10.0 8.0
2 5.0 10.0 2.0
3 7.5 7.5 5.0
4 5.0 5.0 2.0
5 7.5 7.5 5.0
6 10.0 5.0 2.0
7 10.0 5.0 8.0
8 10.0 10.0 2.0
9 7.5 7.5 5.0
10 5.0 10.0 8.0
11 5.0 5.0 8.0
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Con ayuda del software STATGRAPHICS Centurion, se construyé la matriz del disefio,
con un total de 11 experimentos, la matriz del disefio de experimentos se muestra en
la tabla 7.

Con las condiciones Optimas en agua (10 segundos de irradiacion, 8 ciclos con 10
segundos de no irradiacion a una potencia de 45 %), se evaluaron dos temperaturas

de extraccion con agua y con metanol:agua.
En este caso se utilizaron 3 extractantes:

a) Agua destilada a 25°C: Se peso6 aproximadamente 0.90 g de cada muestra
de café molida, y se adiciondé 20 mL de cada extractante y se introdujo la
punta de la sonda en el extractante con la muestra para obtener el extracto.

b) Agua a 87°C: Se calent6 agua destilada hasta los 87°C en una parrilla de
agitacion, una vez alcanzada la temperatura se pes6 0.90 g de café y se
adicionaron 20 mL de extractante y se introdujo la punta de la sonda.

c) Metanol-agua 70:30 v/v a 70°C: Se prepar6d una disolucion de metanol: agua
70:30 v/v, se calent6 en una parrilla de agitacion a 87°C, se peso6 0.9 g de

muestra y se adicion6 20 mL de extractante.

Una vez hechas las extracciones, los extractos fueron filtrados, utilizando papel filtro
de filtracién lenta para eliminar los residuos de café. El filtrado se llevé a un aforo

de 25 mL con el extractante en un matraz volumétrico.

De la solucion anterior se tomé una alicuota de 10 mL y se vertié en un tubo de
centrifuga, se le afiadié 1 mL del reactivo de Carrez | y 1 mL del reactivo de Carrez
Il. Se centrifug6 por 10 minutos a 3000 rpm. Posteriormente filtré nuevamente y el

extracto obtenido se llevé a un aforo de 10 mL.

A partir de esta solucion se llevaron a cabo las diluciones necesarias para la
determinacién de polifenoles totales por Folin-Ciocalteau-FIA y capacidad
antioxidante por ORAC-FIA.
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2.6. Determinacién de polifenoles totales en granos de café verde, tostado y

bourbon.

2.6.1. Configuracioén del sistema Folin-Ciocalteu- FIA
Para la determinacion de polifenoles totales por el método Folin-Ciocalteu

mediante FIA, se ocupd la configuracién de la figura 20. Se utiliz6 una bomba
peristaltica donde se hace pasar NaOH 0.5 M, y el reactivo de F.C al 10% a un
caudal de 1ml/min y agua como portador a 0.8 ml/min. En el primer punto de
confluencia se tiene el portador (agua destilada), el reactivo de F.C al 10% y la
muestra; esta mezcla confluye en un segundo punto con NaOH 0.5 M que brinda el

medio basico necesario para que se lleve a cabo la reaccion.

La reaccién se llevo a cabo en un reactor de 100 cm de largo y 0.5 mm de
diametro interno para finalmente pasar por el sistema de deteccion
espectrofotométrico. La sefial fue medida a una longitud de onda de 730 nm vy el

registro se llevd a cabo utilizando el programa Ocean Optics.

Muestra Registro de
seiial
T R —s{ A
Portador
TR X
— —_— \
Reactivo \
F.C. al 10% / UV - Vis
Y4
NaOH 0.5M ‘
Desecho

Bomba peristaltica

Figura 20. Configuracién de diagrama FIA para Folin-Ciocalteu. Donde VI= valvula
de inyeccion y F.C= Folin-Ciocalteu (Escutia, L 2011).

Previo al andlisis, cada uno de los reactivos se sonicé en un bafio de
ultrasonido por aproximadamente 15 minutos para evitar la presencia de burbujas

al momento del analisis. La determinacion de cada muestra se hizo por triplicado.

Se elaboraron dos curvas de calibracion, una de &cido clorogénico de 15 mg/L a 200

mg/L y una de acido cafeico de 12.5 mg/L a 150 mg/L.
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2.6.2 Curva de calibracion de &cido clorogénico y acido cafeico parala

determinacion de polifenoles totales

De acuerdo a la referencia utilizada, para la elaboraciéon de las curvas de
calibracion se utilizé una disoluciéon madre de acido clorogénico de 500 ppm y de
625 ppm de acido cafeico, empleando matraces volumétricos de 25 mL, se
prepararon disoluciones estandar en un intervalo lineal de 15 mg/L a 200 mg/L para
acido clorogénico y 12.5 mg/L a 150 mg/L para acido cafeico, en ambos casos
fueron preparadas de la solucion mas diluida a la mas concentrada. Cada una de
las curvas se realizé por triplicado haciendo 3 inyecciones para cada uno de los

estandares.

2.7. Determinacion de la capacidad antioxidante en granos de café verde,
tostado y bourbon lavado y honey
2.7.1. Configuracion del sistema ORAC-FIA

Para la evaluacion de la capacidad antioxidante, se implemento la
configuracion ORAC-FIA mostrada en la figura 21.

Mediante una bomba peristéltica y tuberias de teflon se impulsaron los
reactivos SAF (solucion amortiguadora de fosfatos 0.05 M a pH 7), AAPH,
fluoresceina y la muestra. En el primer punto de confluencia se mezclé6 SAF 0.5 M
con el antioxidante utilizado (muestra), enun segundo punto de confluencia, B,
confluyen la muestra anterior y fluoresceina 1.5x10" M con el reactivo inyectado, en
este caso AAPH 0.05M.

La reaccion se llevo a cabo en un reactor de 340 cm a 37°C, cuya temperatura
fue controlada durante el analisis con un bafio de agua. La reaccion pas6 a una
celda de extraccion conectada a una bomba peristaltica (la cual tenia aire
recirculando) para evitar la introduccion de microburbujas a la configuracién FIA,
con una membrana de polipropileno que evita el paso de soluciones acuosas, pero
permite el paso de N2 producido. El producto de reaccion fue medido en un detector
de fluorescencia PMT-FL-FlAlab.
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Bomba
T
AAPH i i
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| i Inyeccién
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i oA = ) — Reactor (37°C)  extraccidn 500 nmiemisién).
Ant. Ox i | _ 340 cm
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|
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e
i } } | Desecho
[ ] }L |
Bomba

Figura 21. Configuracion de diagrama FIA para ORAC. Donde A es el primer punto de

confluencia, B es el segundo punto de confluencia.

Figura 22. Configuracion utilizada ORAC-FIA.

2.7.2. Optimizaciéon del método ORAC-FIA.
Jiménez (2019), establecié las condiciones de reaccion (concentracion de los
reactivos utilizados, temperatura y caudal) para este tipo de andlisis; sin embargo,
al cambiar la configuracion del sistema fue necesario llevar a cabo una re-

optimizacién de las condiciones antes mencionadas.

Por ello, fue necesario asegurar que se estaba llevando a cabo la reaccién, para lo

cual se inyectd AAPH y posteriormente se utilizaron distintas concentraciones de acido
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cafeico para asegurar que el antioxidante utilizado estaba protegiendo de la oxidacion

a la fluoresceina.

Las condiciones de reaccién fueron optimizadas mediante dos disefios de
experimentos, en cada uno de ellos se evaluaron dos factores de respuesta: sefial
obtenida al inyectar AAPH (mayor area) y una mejor proteccion al utilizar un

estandar de acido cafeico 50 uM (menor area).

En el primer disefio de experimentos se evaluaron los factores enlistados en la tabla
8.

Tabla 8. Factores evaluados del disefio.

Factores ivel
Inferior Superior
Volumen de inyeccién (uL) 50 70
Velocidad del caudal mL/min | 0.5 0.8
Temperatura de reactor °C 40 55
[AAPH] (mol/L) 0.03 0.05
[Fluoresceina](nmol/L) 150 300

Se realiz6 un disefio de experimentos factorial, fraccionado (1/4) 2° con 3 puntos
centrales utilizando el software STATGRAPHICS Centurion y se construy6 la matriz
del disefio (tabla 9).
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Tabla 9. Matriz de disefio de experimentos factorial fraccionado (1/4) 2° con 3 puntos

centrales.
No. Volumen Temperatura | Caudal uL | [AAPH] [Fluoresceina]
Experimento ?neyeccién °C (mol/L) (mol/L)
pL

1 100 40.0 0.80 0.03 3.00x107
2 50 55.0 0.50 0.03 3.00x107
3 75 47.5 0.65 0.04 2.25x1077
4 50 55.0 0.80 0.03 1.50x10”
5 100 55.0 0.50 0.05 1.50x10”
6 50 40.0 0.80 0.05 1.50x10”7
7 50 40.0 0.50 0.05 3.00x107
8 75 47.5 0.65 0.04 2.25x107
9 100 40.0 0.50 0.03 1.50x10”
10 75 47.5 0.65 0.04 2.25x107
11 100 55.0 0.80 0.05 3.00x107

Después de realizar el analisis estadistico, se obtuvieron como factores 6ptimos,

una concentracion de fluoresceina (150 nmol/L) y la velocidad de caudal (0.05 mL/

min). Para evaluar el efecto de los factores restantes se realizé un segundo disefio

de experimentos manteniendo constantes tanto la concentracion de fluoresceina

como la velocidad de caudal (tabla 10).

Tabla 10. Factores evaluados del disefio factorial 23 con 3 puntos centrales

Factores Nivel
Inferior Superior
Volumen de inyeccion (uL) 50 70
Temperatura de reactor °C 40 55
[AAPH] (mol/L) 0.03 0.05
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En la tabla 11 se muestra la matriz del disefio obtenida con el software

STATGRAPHICS para el disefio de experimentos factorial completo 23, con 3 puntos

centrales.

Tabla 11. Matriz de disefio de experimentos factorial 23 con 3 puntos centrales

No. Volumen de Temperatura °C [AAPH]
Experimento inyeccion uL

1 100 50 0.03
2 50 40 0.03
3 50 50 0.03
4 50 40 0.05
5 50 50 0.05
6 75 45 0.04
7 100 40 0.03
8 100 40 0.05
9 100 50 0.05
10 75 45 0.04
11 75 45 0.04

2.7.3. Elaboracién de la curva de calibracién de trolox para la determinacion

de la capacidad antioxidante

Previo a la construccion de la curva de calibracion se estim6 el intervalo lineal,

para lo cual se prepararon estandares de trolox y de acido cafeico desde 0.5

umol/L a 70 umol/L a partir de una disolucion stock de 250 uM. El intervalo lineal

establecido fue de 1 a 7 UM para trolox y 5 a 70 uM para &cido cafeico.

Empleando matraces volumétricos de 25 mL se prepararon los estandares a

partir de la disolucién stock antes mencionada los cuales se analizaron por

triplicado en el sistema ORAC.

2.8. Determinacion de acido clorogénico en los extractos de café por

HPLC-DAD
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Tabla 12. Gradiente de elucion utilizado para analizar las muestras de café.

Tiempo (min) CH3 COOH (0.2%) Metanol
0 87 13
15 85 15
16 74 26
21 74 26
29 40 60
36 40 60
37 30 70
40 30 70
41 0 100
44 0 100
45 87 13
48 87 13

Para la cuantificacion de &cido clorogénico en los distintos extractos de café verde

y tostados se empled una columna Pursuit C18 de 5 um (150x4,6 mm), con flujo de

1 mL/min y el gradiente indicado en la tabla 12, utilizando un detector de arreglo de

diodos.

Se determind la presencia de los siguientes compuestos a 4 diferentes longitudes de onda
(260, 280, 290 y 320 nm) (tabla 12).
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Tabla 12. Longitud de onda y tiempo de retencion para cada compuesto.

Estandar TR (min) A(nm)
3,4 acido dihidroxibenzoico | 6.25 260
1,2 dihidroxibenceno 7.467 280
acido 4-hidroxibenzoico 11.07 260
Acido clorogénico 13.847 320
4 hidroxibenzaldehido 14.06 280
Acido vanilico 15.787 260
Acido cafeico 17.793 320
Vainillina 19.307 280
Acido transferdlico 25.767 320
Acido sinaptico 26.333 320
Naringenina 31.867 290
Bisfenol A 34.72 280

Para la interpretacion de los resultados de HPLC, se ultiliz6 el area de cada uno de

los picos, y empleando la ecuacion de la recta de cada una de las curvas de

calibracion para cada estandar, se realiz6 una interpolacion, obteniendo asi la

concentracion de cada uno de los polifenoles en el extracto.
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3. Resultados y discusion de resultados 3.1. Curvas de calibracion de acido
clorogénico y acido cafeico por Folin-Ciocalteu.

De acuerdo con la literatura el contenido de polifenoles totales en café se expresa
en equivalentes de &cido cafeico y acido clorogénico al utilizar el método de Folin
Ciocalteu, por ello se decidi6 preparar curvas de calibracion de estos dos
estandares. En la figura 23 se muestra uno de los fiagramas obtenidos para la curva

de &cido clorogénico.

Curva de calibracion de acido clorogénico
1.62 200 ppm

abs (730 nm)

\
162 ‘ | - | | ‘ . i
50 ppm l ‘h ’ ’ ‘ l . \ ‘ | ‘

04?2 30 ppm H 1 ‘ } L 1|
15ppm i A 4‘ | \

|
AN L) L T AR
ooz LA LIUAJ AL JU U AU MA JUULIJUMLA

07:12. 1:24.0 ’1:36 28:48.0 16:00.0 13:12.0

tiempo (msegundos)

Figura 23. Fiagrama de acido clorogénico.

Para la obtencion de la absorbancia de cada una de las concentraciones utilizadas,
se tomo en cuenta el valor de absorbancia en el punto maximo de cada pico. Cada
una de las curvas de calibracion se realiz6 por triplicado. En la tabla 12 se presentan
las concentraciones promedio obtenidas para cada uno de los estandares de las

distintas curvas de calibracion.
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Tabla 12. Absorbancias promedio obtenidas para cada estandar.

12.5 ppm 25 ppm 50 ppm 75 ppm 100 ppm 125 ppm 150 ppm
Acido | 0.14+0.005 | 0.29+0.022 | 0.58+0.020 | 0.87+0.039 | 1.17+0.052 | 1.45+0.040 | 1.78+0.030
cafeico

15 ppm 30 ppm 50 ppm 100 ppm | 125 mgL? | 150 mgL?* | 200 mgL™*
Acido | 0.13+0.012 | 0.23%0.017 | 0.36+0.024 | 0.73+0.023 | 0.93+0.037 | 1.12+0.034 | 1.50+0.009
cafeico

A las curvas de calibracion (figura 24) se les realizd la regresion lineal

correspondiente, obteniéndose los pardmetros estadisticos de la tabla 13 tanto para

el acido clorogénico como para el &cido cafeico.

i
B O o~

12

absorbcancia (730 nm)
© o oo
oD O B e

o

50

Curva de calibracion

100 150

Concentracion [ppm]

200

o

250

acido clorogenico

acido cafeico

Figura. Curvas de calibracién de acido cafeico y acido clorogénico.

Tabla 13. Parametros estadisticos de la curva de calibracion.

Estandar Pendiente Ordenada al R2 Limite de Intervalo
origen deteccién lineal

Acido 0.0075+0.000077 | 0.0024+0.0088 | 0.9994 6.11 ppm 15-200 ppm

clorogénico

Acido cafeico| 0.0118+0.000092 | 0.0113+0.0083 | 0.9997 3.23 ppm 12.5-150 ppm
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3.2. Optimizacion del método ORAC-FIA.

3.2.1. Sefal obtenida mediante el método ORAC-FIA. Cuantificacion por el método
del trapecio.

El ensayo ORAC se fundamenta en la capacidad de reaccion del AAPH con la
fluoresceina, en este caso se tienen picos negativos que disminuyen por debajo de
la linea base (Figura 25) al incrementar la concentracion de antioxidante utilizado,
a causa de que el peroxilo formado capta un atomo de hidrogeno de la fluoresceina

ocasionando un decaimiento de la intensidad fluorescente (Jiménez 2019).

En la figura 25, se presenta un ejemplo de cada uno de los picos obtenidos al
inyectar tres concentraciones diferentes de trolox. Se observa que entre mayor sea

la concentracion de antioxidante, el area disminuye.

Sefial ORAC
110200
109700

109200

URF

108700
108200

107700
100 130 160 190 220 250 280

tiempo (s)

Figura 25. Ejemplo de sefal obtenida en ORAC, donde URF indica intensidad de fluorescencia.
Para cuantificar el grado de reaccion se utilizé el método del trapecio basado en la
interpolacion lineal para la obtencion de areas, de acuerdo con la férmula. fntiyfm

A= (xn+1—xn) (2) Ecuacion 2.

Donde x corresponde al intervalo de tiempo transcurrido y f al valor de intensidad

fluorescente obtenido en cada intervalo de tiempo.
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3.2.2. Optimizacién del sistema ORAC-FIA.
Para la optimizacion de las condiciones de reaccion, se tomaron en cuenta dos

factores de respuesta:

1) Una mayor area obtenida al inyectar un blanco de [AAPH].
2) Una mayor proteccion obtenida al introducir al sistema un estandar de &cido

cafeico de 50 pM.

Para el blanco de AAPH, se realizé un analisis estadistico ANOVA (tabla 14), con el
fin de identificar de qué manera repercuten las condiciones de reaccion,

considerando como mejor respuesta la mayor area para el blanco de AAPH.

La tabla 14 muestra que hay diferencia significativa en los parametros utilizados;
para identificar de qué manera interfiere cada variable se utiliz6 el diagrama de
Pareto el cual permite visualizar cual de los factores tiene un mayor impacto sobre
el resultado, cuando uno de los factores estudiados traspasa la linea vertical que
representa el test de 95% de significancia, quiere decir que tienen un efecto

considerable en la extraccion (Escutia 2011).

De acuerdo con la figura 26, el factor que interfiere de manera positiva es la
temperatura, es decir, al aumentar la temperatura se tiene mayor area para el
blanco de AAPH.

Tabla 14. Analisis de varianza para determinar los parametros 6ptimos en la inyeccion de
un blanco AAPH

Andlisis de varianza para area

Suma de Cuadrado
Fuente cuadrados G.L |[medio Razén F | Valor P
A: volumen de
inyeccion 3.46x108 1| 3.45x108 0.08| 0.8716
B: temperatura 3.67x1010 1| 3.68x1010 0.72] 0.5521
C: caudal 4.84x10° 1| 4.84x10° 0.48| 0.6151
D: [AAPH] 5.27x108 1| 5.27x108 0.36| 0.6568
E: [fluoresceina] 7.54x10° 1| 7.54x10° 0.1| 0.8084
Error total 2.06x1010 5| 4.13x10° 0.0 0.9648
Total (corr.) 7.07x1010 10
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Figura 26. Diagrama de Pareto para el blanco de AAPH por el método ORAC-FIA.

Uno de los estdndares mas utilizados en la determinacion de la capacidad

antioxidante mediante ORAC es el trolox, sin embargo, también pueden ser

utilizados otros estandares como el acido cafeico que presenta un comportamiento

similar (Jiménez, W 2019), por lo que para la realizacion de pruebas se utilizo acido

cafeico.

Se realiz6 el andlisis estadistico ANOVA (tabla 15) y se encontré que para el por

ciento de proteccion con un estandar de acido cafeico de 50 uM hay diferencia

significativa tanto en la concentracion de AAPH como en la concentracion de

fluoresceina.

Tabla 15. ANOVA para %proteccién con acido cafeico 50 uM para el disefio experimental
de la Tabla 8, de acuerdo con la matriz presentada en la tabla 9.

Analisis de varianza para % de proteccién con acido cafeico 50 uM
Sumade Cuadrado

Fuente cuadrados G.L medio Razén F | Valor P
A: volumen de
inyeccion 226.793 1 226.739 3.89| 0.1057
B: temperatura 357.113 1 357.113 6.12| 0.0563
C: caudal 256.172 1 256.172 4.39| 0.0903
D: [AAPH] 613.726 1 613.726 10.52| 0.0229
E: [fluoresceina] 493.765 1 493.765 8.46| 0.0334
Error total 291.716 5 58.3433
Total (corr.) 2239.23 10
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De acuerdo con el diagrama de Pareto (figura 27), al igual que en el caso anterior,
la temperatura interfiere de manera positiva, pero en este caso no es significativo
como lo son la concentracion de fluoresceina y la concentracion de AAPH utilizada

ya que, al aumentarla se tiene una mayor proteccion con el antioxidante empleado.

D:[AAPH] B+

E:[fluoresceina]

B:temperatura

C:caudal

Volumen de inyeccidon

1 1 1 1

0 1 2 3 4
Efecto estandarizado

Figura 27. Diagrama de Pareto para el %proteccién con acido cafeico 50 uM por el método
ORAC-FIA.

Después de comparar los resultados de los dos factores de respuesta obtenidos
para el disefio de experimentos (tabla 8 y 9) se obtuvieron los siguientes valores
Optimos: temperatura de 55°C, concentracion de fluoresceina 150 nmol/L y caudal

de 0.05 mL/ min para los portadores (SAF, muestra y fluoresceina).

Al llevar a cabo los andlisis a 55°C se present6 una alta produccién de burbujas que
interfieron en el analisis, por lo que se opt6 disminuirla de 37-45°C en un segundo
disefio, en el cual los parametros O6ptimos anteriormente mencionados se

mantuvieron constantes, en la tabla 16 se presentan los resultados obtenidos.
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Tabla 16. ANOVA para blanco de AAPH de acuerdo con la matriz de disefio de la tabla 11

Andlisis de varianza para AAPH

Suma de Cuadrado
Fuente cuadrados G.L medio Razén F|Valor P
A: volumen de
inyeccién 2.34x107 1] 2.34x107 0.45| 0.5253
B: temperatura 481867 1 481867 0.01| 0.9263
C: [AAPH] 7.32x107 1| 7.32x107 1.40| 0.2756
Error total 3.66x108 7| 5.235x107
Total (corr.) 4.63x108 10

Al igual que el disefio anterior, se analizaron dos factores de respuesta, en la Tabla

17 se indica que tanto para blanco de AAPH como para el % de proteccion con

acido cafeico a 50 uM no hay diferencia significativa respecto a cada uno de los

parametros utilizados, sin embargo, para corroborar lo anterior e identificar la

influencia de cada parametro se realiz6 el diagrama de Pareto.

Tabla 17. ANOVA para %proteccion con acido cafeico de 50 uM

Analisis de varianza para AAPH

Suma de Cuadrado
Fuente cuadrados G.L medio Razon F|Valor P
A: volumen de
inyeccion 0.546 1 0.546 0.01| 0.9432
B: temperatura 18.090 1 18.090 0.18| 0.6837
C: [AAPH] 32.361 1 32.361 0.32| 0.5877
Error total 701.779 7 100.254
Total (corr.) 752.776 10

Por su parte, para conocer los factores Optimos de trabajo, se analizaron los

diagramas de Pareto tanto para el primer disefio (figura 28) como para el segundo

(figura 29); en ellos observa que, si bien no hay diferencia significativa en los

parametros utilizados, se tienen como 6ptimos temperatura de 37°C, volumen de

inyeccion de 100 pL y concentraciéon de AAPH de 0.05 M. De esta manera tienen

como parametros optimos finales 37°C, 0.05 M [AAPH], fluoresceina 150 nmol/L,
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caudal de 0.03 mL/ min para inyeccion de AAPH y de 0.05 mL/ min para los
portadores.

C:[AAPH] =

A:Volumen

B:temperatura ]

0 04 08 12 16 2 24
Efecto estandarizado

Figura 28. Diagrama de Pareto para blanco de AAPH por el método ORAC-FIA.

C:[AAPH] —

B:temperatura

A:Volumen

1 1 1 1
0 04 08 12 16 2 24
Efecto estandarizado

Figura 29. Diagrama de Pareto para % protecciéon con acido cafeico 50 uM por el método
ORAC-FIA.

3.2.3. Curva de calibracion de trolox por ORAC.

A pesar de que los pardmetros de reaccion se determinaron utilizando como
estandar el &cido cafeico, se realizo la curva de calibracion de trolox porque como
se ha mencionado anteriormente, es el estandar mas utilizado en la determinacion

de capacidad antioxidante en alimentos debido a la similitud de este reactivo con la
vitamina E (Bresca, 2012) (figura 30).
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Figura 30. Curva de calibracion de trolox por ORAC-FIA a las condiciones éptimas
establecidas.

Después de realizar la correlacion lineal se obtuvieron los parametros estadisticos indicados

en la tabla 18.

Tabla 18. Parametros estadisticos de la curva de calibracion.

Estandar Pendiente Ordenada al R2 Limite de Intervalo
origen deteccién lineal
Trolox 7.8196+0.209 22.437+0.933 | 0.99650 0.4661 uM 1-7 uM

3.3. Evaluacién de los métodos de extraccion

El objetivo de determinar el mejor método de extraccion es tener mayor remocion
de los compuestos fendlicos, ademas, no so6lo permite separar los compuestos de
interés de la matriz, sino que también elimina sustancias que puedan interferir en

las lecturas (Escutia, 2011).

Al realizar cada uno de los métodos de extraccion se observd la presencia de

turbidez después de realizar el ultimo paso en las extracciones, principalmente en
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el café verde, por lo que se decidio llevar a cabo una segunda filtracion; a pesar de
esto siguié presentando el mismo problema. Con el fin de eliminar la turbidez se

empleo el reactivo de Carrez.

Los reactivos de Carrez precipitan a los polisacéaridos, a las proteinas solubles y a
otros compuestos coloidales que se encuentran en el café (Long et al. 1997).
Después de utilizar estos reactivos, las muestras analizadas no presentaron
turbidez. Para corroborar el efecto de la turbidez en las lecturas, se realizaron las
mismas extracciones sin el uso del reactivo de Carrez, obteniendo
aproximadamente 20% mas en la concentracion de polifenoles reportada que
cuando no se utilizé, corroborando asi la utilidad del reactivo de Carrez en la

determinacion de interferencias.

Se sabe que el indice de polifenoles totales es una primera aproximacion para
estimar un indice de antioxidantes totales, por lo que es importante contar con un
meétodo que permita hacer una cuantificacion de polifenoles totales (Escutia, 2011).
La optimizacion de los métodos de extraccion se realizé tanto para la cuantificacion
de polifenoles totales como para la determinacion de capacidad antioxidante y el

acido clorogénico, para asi poder identificar el mejor método de extraccion.

3.4. Extraccidén por maceracion en cafetera de prensa francesa.

El grano de café contiene diferentes sustancias bioactivas y la cantidad de estas
variaran en el extracto de café dependiendo de la técnica de extraccion utilizada. Si
se desea conocer el contenido real de sustancias bioactivas en una taza de café y
asi saber lo que el ser humano ingiere, se deben extraer dichas sustancias con agua
caliente, que es el método tradicional de preparacion del café para consumo (Vega,
2018); debido a ello, se decidio realizar la extraccion en cafetera a 87°C, que son
las condiciones mas similares al método de preparacion para consumo humano y

de esta manera tener un estimado de lo que se ingiere en una taza.
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En el caso del café verde, fue necesario determinar el contenido de humedad del

grano, mediante termobalanza y estufa, de acuerdo con la norma. Los resultados

se muestran a continuacion (tabla 19).

Tabla 19. Contenido de humedad en café verde Arabica

% Humedad

Estufa Termobalanza
Muestra de café 13.66+0.12 12.08+0.03
molida
Semilla de café 11.66+0.48 11.85+0.07
Arabica

Como se puede observar en la tabla 19, se tiene una humedad promedio de 12.08

% en la muestra de café verde molido, la cual coincide con el valor de 10-12%

reportado por (Belitz, 2014).

Los resultados obtenidos para polifenoles utilizando cafetera a 87°C como método de

extraccion se muestran en la figura 31.

Hyerde M (laro Mediano italiano ™ Cubano

N
o

33.4

o u

o

P R N N W W
o u (6]

mg acido clorogénico/g muestra
o (6]

28.53

24.47

22.35
I

16.95

Figura 31. Contenido de polifenoles totales en muestras de café Arabiga extraidos por

maceracion.




Resultados y discusion de resultados

En la figura 31 se presenta el contenido de polifenoles totales para café verde y 4
distintos tostados, en los que se observa una disminucion del contenido respecto al
tiempo de tostado, siendo mayor en el café verde con 33.40+0.10 mg acido
clorogénico/ g muestra 'y menor en el café cubano con 16.95+0.49.

De la misma manera, se determiné el contenido de polifenoles totales en tres tipos
de café Bourbon. De acuerdo con la figura 32 el café bourbon honey presenta un
mayor contenido de polifenoles respecto a las variedades Single y Bourbon lavado.
La principal diferencia radica en el proceso de secado y fermentacion, en el café
lavado es removida la cdscara y posteriormente es sometido a un proceso de lavado
por lo que es removido el mucilago y posteriormente secado, a diferencia del café

honey, en el cual se retira la cascara y es secado sin remover el mucilago.

Por su parte, la diferencia principal entre el café bourbon lavado y single radica
Unicamente en la calidad del café (de acuerdo al proveedor), sin embargo, de
acuerdo a la figura 32, esta diferencia influye en el contenido de polifenoles totales
debido a que el café bourbon lavado presenta 13.07 mg acido clorogénico /g de

muestra méas que el café single.

Extraccion en cafetera

B Single MBourbon lavado® Bourbon honey

40
35 31.95
30
25
20
15
10

33.16
I

18.88

mg acido clorogénico/g muestra

Figura 32. Contenido de polifenoles totales en muestras de café Bourbon.
Asi mismo, se determind la capacidad antioxidante por el método ORAC-FIA; los

resultados se muestran en la tabla 20.
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De acuerdo a la tabla 20, el contenido de polifenoles totales en café honey es
cercano al café verde; por ello, se deduce que el contenido de polifenoles depende
del proceso de secado en las muestras de café Arabica tostadas mediante un
meétodo general como lo es el secado natural, en el cual no es removida la cascara
hasta después del secado se observdé una menor calidad del café obtenido en

cuanto al contenido de polifenoles totales.

Por su parte, el contenido de trolox como una medida capacidad antioxidante en las
muestras, presentd la misma tendencia que se observd en el contenido de
polifenoles totales, es decir, tiende a disminuir al aumentar el tiempo de tostado. Por
lo tanto, es posible decir que la temperatura y el tiempo de tostado afectaron la
estabilidad de los polifenoles totales y por ello de los que confieren la capacidad

antioxidante.

Tabla 20. Contenido de polifenoles totales en muestras de café.

Extraccion maceracién 87°C en cafetera

FOLIN-CIOCALTEU ORAC

mg clorogénico /g muestra | umol trolox/g
Café muestra
Verde 33.40+0.10 0.293+0.006
Claro 28.53£0.13 0.244+0.008
Mediano |24.47+0.44 0.237+0.008
Italiano |22.35+0.62 0.218+0.013
Cubano |6.95+0.49 0.110£0.002
Single |18.88+0.33 0.094+0.005
Bourbon
lavado |31.95+35 0.252+0.005
Bourbon
honey 33.16+0.57 0.237+0.008

3.4.2. Extraccion por maceracion con agitaciéon magnética.
Se probd la extraccion por agitacibn magnética para identificar si se lograba una

mayor extraccion de los compuestos polifendlicos, para lo cual se utilizaron 2

diferentes extractante a 87 °Cy 70 °C.
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No es posible utilizar temperaturas mayores debido a que esto ocasiona una
degradacion de algunos polifenoles; ademas, al trabajar a temperaturas mayores a
la ebullicién, y disminuye la cavitacion y se puede producir la degradacion de los
analitos, por esta razon para la extraccion empleando ultrasonido se emplearon las

dos temperaturas anteriormente indicadas.

Para determinar el efecto del tipo de extraccion, se utilizaron las mismas condiciones
gue en la extraccion con cafetera (agua a 87°C) por un tiempo de 5 minutos. En la
tabla 21 se observa que al llevar a cabo la extraccibn con agua por agitacion
magnética se tiene un aumento del 5 al 8% respecto al uso de cafetera con el mismo
extractante, es decir que al utilizar agitacion magnética y utilizar un mayor tiempo
de extraccion aumentan los polifenoles totales y compuestos responsables de

capacidad antioxidante.

Tabla 21. Contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante en muestras de café
Arabiga extraidos por agitacion magnética.

Agitacién magnética

Metanol: agua (70:30 v/v) 70°C/ 10 minutos Agua 87°C/ 5 minutos
FOLIN -CIOCALTEAU |ORAC FOLIN -CIOCALTEAU |ORAC
mg clorogénico /g MM trolox/g mg clorogénico /g pumol trolox/g
Café muestra muestra muestra muestra
Verde 37.27+0.70 0.342+0.002 34.87+0.79 0.302+0.012
Claro 31.28+0.60 0.271+0.007 29.99+0.56 0.254+0.006
Mediano |28.27+0.59 0.263+0.002 26.28+0.72 0.247+0.001
ltaliano |26.32+0.82 0.233+0.003 23.99+0.15 0.221+0.003
Cubano |19.73+0.23 0.138+0.011 17.44+0.73 0.123+0.002
Single |16.97+0.21 0.165+0.002 20.27+0.34 0.186+0.003
Bourbon
lavado |31.49+0.53 0.286+0.006 35.18+0.4 0.301+0.009
Bourbon
honey 33.50+0.52 0.302+0.007 37.05+0.55 0.314+0.015

Para identificar el efecto del extractante utilizado se decidio emplear una disolucion
de metanol:agua (70/30 v/v) a 70°C por 10 minutos, que, al presentar una mayor

afinidad a compuestos fendlicos por ser un disolvente organico, se espera una mejor
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extraccion. En la Tabla 21 y figura 33, se observa que, al usar una misma técnica
de extraccion, pero cambiando el extractante se obtiene una mayor concentracion
tanto de polifenoles totales de 5 al 8%, como de capacidad antioxidante del 10 al
15%, sin embargo, el analisis estadistico realizado indica que no hay diferencia
significativa en cuanto al tipo de extractante utilizado por extraccibn magnética
(tabla 22).

Tabla 24. ANOVA para los tres métodos de extraccion por ultrasonido.

ANALISIS DE VARIANZA
Origen delas | Sumade Promedio de los Valor critico
variaciones | cuadrados| G.L cuadrados F para F
Entre grupos 0.0036 1.00 0.0036
Dentro de los
Grupos 706.76| 14.00
Total 706.761| 15.00 50.48| 7.13x10° 4.60

Extraccidn con agitacion magnética

40 3727 37.05
35.18

o 35 4.87 s 335
g 31.2829.99 .
> 30 28.27
£ 6.28 26.32
an
2 25 3.99
‘é’ 19.73 20.27
'@ 20 7.14  16.9
o
o
<5 15
3
-5 10
~T
g s

0
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B Agua M Metanol:agua

Figura 33. Contenido de polifenoles totales en muestras de café extraidos por agitacion
magnética con agua 87°C y metanol:agua 70:30 % v/v.
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Con respecto a la extraccion utilizando como extractante metanol: agua (70:30 v/v)
(tabla 21), se observd un aumento del 11-15 % comparado con cafetera (tabla 20,

figura 32) en polifenoles totales y del 12 al 15 % en cuanto a capacidad antioxidante.

3.4.3. Disefio de experimentos para optimizar las condiciones de extraccion
por ultrasonido.

Por otro lado, para mejorar la eficiencia del método de extraccién por agitacion
magnética anteriormente empleada, se realizo la extraccion de polifenoles totales y
la determinacion de la capacidad antioxidante utilizando una sonda de ultrasonido,
para lo cual se evaluaron los dos extractantes empleados en la extraccion por
agitacion magnética.

Para optimizar las condiciones de extraccion se utilizé agua a 87°C como extractante.

De acuerdo con el analisis estadistico ANOVA (tabla 23) no hubo diferencia
significativa entre los factores evaluados: tiempo de irradiacién, tiempo de no

irradiacion y namero de ciclos.

Tabla 23. Andlisis de varianza para la optimizacion de la extraccion por ultrasonido

Andlisis de varianza para concentracion
Suma de G. L|Cuadrado Razén |Valor

Fuente cuadrados medio F P
A: tiempo de
irradiacion 8588948 1 858948 0.04(0.8716
B: no irradiacién 1.47E+07 1 1.48E+07 0.72]0.5521
C: ciclos 9.81E+06 1 9.81E+06 0.48|0.6151
AB 7.36E+06 1 7.36E+06| 0.36|0.6568
AC 2.07E+06 1 2.07E+06 0.1]0.8084
BC 6.31E+04 1 6.31E+04 0]0.9648
Error total 2.05E+07 1 2.05E+07
Total 5.51E+07 7

En la tabla 24 se presentan como condiciones optimas de extraccion en cuanto a

una mayor concentracion de polifenoles totales: 8 ciclos, con 10 segundos de
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irradiacion y 10 segundos de no irradiacion a una potencia de 45% (180 W). Como
se ha mencionado anteriormente se requiere una mejor respuesta, es decir una
mayor concentracion de polifenoles totales al realizar la extraccion, por lo que a
pesar de no haber una diferencia significativa se eligieron los valores de los factores

para los cuales se puede extraer una mayor cantidad de polifenoles totales.

Tabla 23. Optimizacion de la extraccion obtenida del disefio de experimentos

Optimizar respuesta
Meta: maximizar concentracion de polifenoles
extraidos
Factor Bajo |Alto |Optimo
Tiempo de irradiacion 5.0/ 10.0 10.0
No irradiacion 5.0/ 10.0 10.0
Ciclos 2.0 8.0 8.0

3.4.4 Extraccién de muestras de café por ultrasonido.
Se realiz6 la extraccién por ultrasonido, empleando dos extractantes en 3

condiciones distintas: agua a 25°C, agua 87°C y metanol:agua (70:30 v/v) a 70°C.

Comparando la extraccion con H20 a 25°C y 87°C (figura 34), se observa el efecto
de la temperatura en la extraccion: al aumentar la temperatura, se aumenta en un
30% la eficiencia de extraccion. Es decir, el aumento de temperatura favorece la
extraccion de los compuestos fendlicos. Al aumentar la temperatura se tiene
mejores extracciones que al trabajar en frio, ya que se aumenta el nimero de

burbujas de cavitacién y la superficie de contacto.

De acuerdo a los andlisis anteriores el uso de metanol aumenta la eficiencia de la
extraccion de los polifenoles, por ello, este extractante se probd también con el
ultrasonido, para identificar si se presenta el mismo comportamiento que en las
extracciones anteriores. En la figura 34 presenta el contenido de polifenoles totales
extraidos con cada uno de los disolventes empleados con la técnica de ultrasonido,
al igual que en las extracciones anteriores, al utilizar la dilucion metanol: agua (70:30

%v/v) aumentd la concentracion extraida en cada una de las muestras de café.
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Extraccion por ultrasonido
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Figura 34. Contenido de polifenoles totales en muestras de café extraidos por ultrasonido
con agua a 25 °C y 87°C y con metanol: agua a 70°C.

3.4.5 Comparacion de las extracciones por ultrasonido

Para comparar los resultados obtenidos utilizando agua a 25 °C, agua a 87°C y
metanol: agua (70:30 % v/v) como extractantes por ultrasonido, se llevo a cabo un
andlisis de varianza ANOVA.

Tabla 25. ANOVA para la extraccion por ultrasonido con agua a 25 °C y 87°C y con
metanol: agua a 70°C.

ANALISIS DE VARIANZA
Origen delas | Sumade Promedio de los Valor critico
variaciones | cuadrados| G.L cuadrados F para F
Entre grupos 609.26 2.00 304.63
Dentro de los
Grupos 523.41| 21.00
Total 1132.67| 23.00 43.62| 6.98 3.49
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En la tabla 25 se observa que se obtuvo un valor de f mayor al critico, por lo tanto,
hubo diferencia significativa entre los tres extractantes utilizados (a=0.05) al emplear

ultrasonido.

Para identificar entre cual de los extractantes empleados hubo diferencia
significativa, se llevé a cabo una prueba Tukey con un valor de HSD de 4.99 con
a=0.05, la cual indicé que no hay diferencia significativa entre la extraccion con agua
87°C y metanol: agua (70:30 v/v) a 70°C, es decir, se obtuvieron concentraciones
similares de polifenoles totales, lo cual puede observarse en la figura 34. Sin
embargo, si se present6 diferencia significativa a 87°C con agua a 25°C y entre

metanol: agua (70:30 v/v) a 70°C y la extraccién con agua a 25°C.

Asi mismo, se determind la capacidad antioxidante en las distintas muestras de café
para identificar si se presentaba la misma tendencia respecto a la concentracion de
polifenoles totales; los resultados se muestran en la tabla 26.

En la tabla 26 se observa la tendencia en cuanto a la concentracion de trolox
asociada con la capacidad antioxidante por ultrasonido: agua 25°C< agua 87°C<
metanol:agua (70:30 v/v) 70°C.

Tabla 26. Concentracion de trolox asociada con la capacidad antioxidante en muestras de café
Arabiga extraidos por ultrasonido.

Extraccion por ultrasonido
Agua 25 °C Agua 87°C Metanol: agua 70°C
ORAC

Café pmol trolox/g muestra

Verde 0.280+0.018 0.352+0.002 0.359+0.004
Claro 0.239+0.010 0.286+0.003 0.294+0.004
Mediano |0.215+0.004 0.276+0.004 0.282+0.009
Italiano |0.189+0.003 0.242+0.002 0.246+0.002
Cubano |0.067+0.003 0.145+0.001 0.162+0.002
Single |0.056+0.001 0.147+0.06 0.159+0.001
B.

lavado |0.241+0.004 0.323+0.003 0.327+0.007
B.

honey |0.263+0.006 0.345+0.06 0.349+0.007
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Sin embargo, al realizar el andlisis estadistico (tabla 27), se observa que al tener
un valor a F menor al de tablas, no se tiene diferencia significativa en cuanto a la
extraccion de trolox como una medida de capacidad antioxidante, por lo que los

polifenoles que logran extraerse con metanol: agua a 70°C por ultrasonido ya no

aportan capacidad antioxidante a la muestra de café analizada.

Tabla 27. ANOVA para la extraccién por ultrasonido con agua a 25 °C y 87°C y con

metanol: agua a 70°C.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen delas | Sumade Promedio de los Valor critico
variaciones | cuadrados| G.L cuadrados F para F
Entre grupos 0.029 2.00 0.0149
Dentro de los
Grupos 0.141| 21.00
Total 0.171| 23.00 0.0067| 2.22 3.49

3.5. Comparacién de los métodos de extraccion en café verde.

En la figura 35 se muestra una comparacion entre los distintos métodos de

extraccion realizados en él café verde, teniendo en cuenta que se obtuvo la misma

tendencia que en los cafés tostados y el bourbon. De acuerdo con la figura 35, se

extrajo una mayor concentracion de polifenoles totales mediante ultrasonido

utilizando como extractante la mezcla metanol agua (70:30 v/v), mientras que la

menor concentracion que se obtuvo fue mediante ultrasonido con agua a 25°C. Lo

anterior indica que la temperatura juega un papel importante en la extraccion de

compuestos polifendlicos.
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Ultrasonido metanol agua 70°C
Ultrasonido agua 87°C
Agitacién metanol:agua 70°C
Agitacién agua 87°C

Cafetera agua 87°C

ultrasonido agua 25°C

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
ultrasonido| Cafetera = Agitacion r:g;i:ﬁgg Ultrasonido Ultn:zts;):cl)?o
agua 25°C  agua 87°C  agua 87°C ua 70°C agua 87°C agua 70°C

B mg 4cido clorogénico/g 28.31 334 34.87 37.27 43.02 44.76

Figura 35. Comparacion del contenido de polifenoles totales entre los métodos de

extraccion realizados.

De acuerdo con la figura 36, lo mismo ocurre con el contenido de trolox como una medida de

capacidad antioxidante en las muestras de café verde.

Ultrasonido metanol agua 70°C
Ultrasonido agua 87°C
Agitacién metanol:agua 70°C
Agitacién agua 87°C

Cafetera agua 87°C

ultrasonido agua 25°C

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4
Agitacié I i
ultrasonido = Cafetera Agitacion mef;t:(c):zrmgu Ultrasonido Ur:::::é?o
agua 25°C  agua 87°C = agua 87°C 270°C agua 87°C agua 70°C
B micromol trolox/g 0.28 0.293 0.302 0.342 0.352 0.359

Figura 36. Comparacion del contenido de trolox como una media de capacidad antioxidante

entre los métodos de extraccion realizados en café verde.
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Se extrajo una mayor cantidad de polifenoles totales, asi como una mayor
capacidad antioxidante empleando la técnica de ultrasonido, lo cual podria estar

relacionado con el fundamento del método.

Con ultrasonido se logra una aceleracion del proceso de extraccion de los
principales componentes de las muestras, como podria haber sucedido con los
compuestos que proporcionan capacidad antioxidante al café debido a la ruptura de
la pared celular dada por la vibracion de particulas y la formacion de burbujas lo que
facilita la transferencia de masa de la fase sdlida al disolvente gracias al fenémeno

de cavitacion que se presenta a lo largo del proceso.

Por su parte, los efectos de sonocapilaridad y de sonoporacion permiten la mejora
de la penetracion del disolvente a través de los canales producidos por la implosion
de burbujas, ocasionando alteraciones en la permeabilidad de las membranas
celulares, (Chemat et al. 2017). Al optimizar los pardmetros de extraccidbn como la
intensidad, el tiempo de irradiacion y de no irradiacion mejora el rendimiento de la

extraccion.

3.6. Contenido de acido clorogénico obtenida por HPLC-DAD en las distintas
variedades de café tostado.

De acuerdo con investigaciones previas, el principal compuesto polifendlico
presente en el café es el acido clorogénico, por lo que se llevé a cabo la
cuantificacion mediante HPLC de este y otros compuestos polifendlicos presentes
en el café. En la Figura 37, se muestra un ejemplo de uno de los cromatogramas
obtenidos a 260 nm para café verde, en el cual se pudo observar el 4-

hidroxibelzaldehido.
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Figuras 37. Sefial cromatogréfica obtenida del 4- hidroxibelzaldehido en un extracto de
café verde por ultrasonido a 260 nm.
De acuerdo a la tabla 12, se corrieron estandares, sin embargo, se encuentran
presentes otros compuestos en la muestra (tomando en cuenta que se tiene un

comportamiento similar en cada una de las muestras de café analizadas).

En la figura 38, se muestra un ejemplo de la sefial obtenida a 320 nm para acido
clorogénico presente en café verde, mientras que en la figura 39 se presenta un

ejemplo de la sefal obtenida para café cubano.
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Figura 38. Sefial cromatogréafica obtenida del acido clorogénico en un extracto de café verde por
ultrasonido a 320 nm.
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Figura 39. Sefial cromatogréfica obtenida del &cido clorogénico en un extracto de café cubano por

ultrasonido a 320 nm.
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La determinacion de la concentracion del acido clorogénico se llevé a cabo el para

cada uno de los métodos de extraccion empleados: agua a 87°C con cafetera,

ultrasonido y agitacibn magnética, en estos ultimos utilizando como extractante

metanol: agua (70:30 v/v).

En la tabla 28, se presenta la concentracion acido clorogénico obtenido con cada

uno de los métodos de extraccion empleados, en la cual se observa la misma

tendencia que en las figuras 35 y 36 para polifenoles totales y capacidad

antioxidante, es decir, se obtuvo una mayor concentracion de acido clorogénico al

emplear ultrasonido a 70°C (metanol: agua 70:30 v/v), sin embargo la tabla 29 indica

gue no hay diferencia significativa entre cada uno de los métodos.

Tabla 28. Contenido de 4cido clorogénico en muestras de café Arabiga extraidos con agua

en cafetera a 87°C, por agitacion magnética y ultrasonido a 70°C (metanol:agua 70:30 v/v)
cuantificado por HPLC-DAD.

Café mmol acido clorogénico /g muestra
Agitacion
magnética 70°C | Ultrasonido
Agua 87°C en |(metanol: agua | 70°C (metanol:
cafetera 70:30 v/v) agua 70:30 v/v)
Verde 0.185 0.186 0.187
Claro 0.083 0.086 0.087
Mediano 0.048 0.050 0.052
Italiano 0.038 0.040 0.041
Cubano 0.005 0.007 0.009
Single 0.013 0.014 0.016
B. lavado 0.134 0.136 0.123
B honey 0.138 0.140 0.141
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Tabla 29. ANOVA para la extraccién por ultrasonido con agua a 25 °C y 87°C y con
metanol: agua a 70°C.

ANALISIS DE VARIANZA
Origen delas | Sumade Promedio de los Valor critico
variaciones | cuadrados| G.L cuadrados F para F
Entre grupos 1.57x10°| 2.00 7.87x10°
Dentro de los
Grupos 0.089| 21.00
Total 0.089| 23.00 0.0042| 0.0018 3.49

En la tabla 28 se observa que la concentracion de &cido clorogénico fue mayor en
el café verde mientras que en el café cubano se obtuvo la menor concentracién
(97% menor a la del café verde). Lo anterior concuerda con lo reportado por Marin
G, 2008, quién menciona que el acido clorogénico disminuye durante el tostado a
causa del aumento de la temperatura y las reacciones que en ella intervienen en el

proceso.

Asi mismo, se observa una disminucién del acido clorogénico al aumentar el tiempo
de tostado, lo cual coincide con lo reportado en la literatura, la cual indica que en el
tostado normal hay una degradacién en un 30% aproximadamente, mientras que en el

tostado intenso la reducciéon de un 70% (Belitz et al., 2004).

Los &cidos clorogénicos sufren diversos cambios en el tueste como son
isomerizacién, unidbn a melanoidinas, hidrolisis, formando quinolactonas vy
transformandose en catecol, guayacol y pirogalol que ademas le confieren al café
caracteristicas sensoriales como son olores a humo y quemado. Sin embargo, el
contenido de &cidos clorogénicos en una taza de café depende de la especie, la
madurez, el procesamiento y el grado de tostado. Existe una menor concentracion

de estos compuestos en café descafeinado (Long, 1997).

De acuerdo a la tabla 28 el café claro es el que tuvo una mayor concentracién de

acido clorogénico comparado con los otros 3 tipos de tostado (sin tomar en cuenta
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el café verde), por su parte, en los cafés bourbon lavado y honey se obtuvo una

mayor concentracion comparando con el café claro.

3.7. Composicion de los extractos de café verde y tostado por HPLC-DAD.

La degradacion de los acidos clorogénicos contribuye a la formacion de productos
complejos y es un indicativo del grado de tueste (Astiasaran et al., 2000), por ello,
en la tabla 27 se indican los distintos polifenoles encontrados en cada uno de los
extractos.

Tabla 27. Concentracion de polifenoles (mmol / g muestra) presentes en el café
determinados por HPLC.

mmol/g muestra de polifenoles en café

Verde Claro Mediano |Italiano |Cubano
1,2 dihidroxibenceno ND 0.004 0.004 0.007 0.010
acido 4-hidroxibenzoico ND ND ND ND 0.002
Acido clorogénico 0.185 0.083 0.048 0.038 0.006
Acido vinilico ND ND 0.010| ND ND
Acido cafeico ND 0.002| ND 0.003| ND
Vainillina ND ND 0.002| ND 0.003
Acido transferulico ND 0.002 0.001 0.002
Acido sinaptico 1.17E-04 | 2.56E-04| ND 0.001 0.001
Naringenina ND 2.54E-04| 1.36E-04| 6.27E-05 0.001
Total 0.185 0.088 0.062 0.043 0.012

Se observa que al disminuir la concentracion de acido clorogénico se producen otros
polifenoles, que, si bien se presentan en cantidades bajas, no estan presentes en el
café verde, por lo cual, estos se forman durante el tostado. A pesar de ello, el café
verde es el que presenté una mayor concentracion total de compuestos reportados,

con una diferencia de 0.095 (50%) con respecto al café claro.

En cuanto al acido cafeico, Lazcano et al. (2015) evaluaron su contenido durante el
tostado, encontrando que no hay ninguna tendencia respecto al nivel de tostado;
sin embargo, al tener una alta concentracion de acido clorogénico, se tiene una baja

concentracion de &cido cafeico al comparar granos con el mismo tostado. Lo
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anterior se observa en la tabla 27, donde el café claro (tostado moderado) presenta
una concentracion de 0.08346 mmol/g muestra de acido clorogénico y 0.002 mmol/g
muestra de acido cafeico, mientras que el café italiano (tostado intenso) presento
0.0379 mmol/g muestra y de acido clorogénico 0.0028 mmol/g muestra y de cafeico,
respectivamente. Si bien no se tiene una gran variacion entre el acido cafeico en
cada café, se observa un aumento del 13% al disminuir el acido clorogénico, la
misma tendencia se observo con el 1,2 dihidroxibenzoico (antioxidante capaz de

unir metales, formando complejos).
3.8. Efecto de tiempo de tostado en la concentracion de polifenoles totales,

capacidad antioxidante y &cido clorogénico en la muestra.

En la figura 40 se observa una disminucion en la cantidad de polifenoles totales
debido al proceso de tostado, con la siguiente tendencia:
verde>claro>mediano>italiano>cubano, de acuerdo a la tabla 20, 21 y figura 34 lo

mismo se presenta en cada uno de los métodos empleados.

Polifenoles totales

Verde Claro Mediano Italiano Cubano
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Figura 40. Concentracion de polifenoles totales en café verde y tostado extraidos por

agitacion magnética 87°C/5 minutos.

El mismo comportamiento se tiene en la capacidad antioxidante de cada muestra

(figura 41), por lo cual se confirma la relacion entre el contenido de polifenoles

totales y capacidad antioxidante.
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Figura 41. Concentracion de trolox (capacidad antioxidante) en café verde y tostado extraidos
por agitacion magnética 87°C/5 minutos.

Al comparar con el contenido de acido clorogénico cuantificado por HPLC (Tabla
27) se presenté la misma tendencia, por lo que a pesar de que en los cafés tostados
se presentaron otros compuestos que no fueron identificados en el café verde (tabla
29) el acido clorogénico es el que aporta una mayor capacidad antioxidante al café,
si bien esta fue medida utilizando como estandar trolox por ser el mayormente
empleado en la técnica ORAC, la capacidad antioxidante no se atribuye a la
presencia de este compuesto el café. De acuerdo con la literatura, el acido
clorogénico tiene un efecto directo sobre el contenido de fenoles en las muestras
de café, observandose una disminucion del acido clorogénico conforme aumenta el
grado de tostado y, por ende, la actividad antioxidante de los granos de café tiende

a disminuir conforme aumenta el nivel de tostado (Lazcano, 2015).




Conclusiones

4. Conclusiones

El método de extraccion mas eficiente de polifenoles totales, capacidad antioxidante
y acido clorogénico es la extraccion por ultrasonido empleando como extractante
metanol-agua (70:30 %v/v) a 70°C, sin embargo, no hay diferencia significativa

respecto a ultrasonido utilizando agua a 87°C como extractante.

La temperatura juega un papel importante en la extraccion, por lo que al aumentarla
se obtuvo una mejor extraccion de polifenoles totales y compuestos responsables

de la capacidad antioxidante.

En cada uno de los métodos de extraccion fue visible que, al aumentar la extraccion
de polifenoles totales, también se tuvo una mejor extraccibn de compuestos
responsables de la actividad antioxidante, por lo cual fue posible identificar una

relacion positiva entre ambos.

La cantidad de polifenoles totales, la capacidad antioxidante y el contenido de &cido
clorogénico en café disminuyen al aumentar el tiempo de tostado; aunque al
aumentar el tiempo y temperatura de tostado disminuyé la concentracion de acido
clorogénico se observo la formacién de otro tipo de compuestos, aunque en bajas

concentraciones.

De acuerdo con el andlisis por HPLC, cada uno de los cafés presenté una

composicién distinta de polifenoles, por lo cual el tostado influye en su formacion.

Se encontré una relacion directa entre el contenido de polifenoles totales y
capacidad antioxidante con el acido clorogénico en los cafés verde y tostados
analizados, ya que, al disminuir el acido clorogénico, el contenido de polifenoles
totales y por tanto capacidad antioxidante también tendié a disminuir.

El acido clorogénico es uno de los compuestos polifendlicos presentes en el café
gue aporta la mayor parte de la actividad antioxidante contribuye en mayor parte
respecto a los otros polifenoles encontrados a la capacidad antioxidante tanto en el

café verde como tostado.
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