UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA

ANALISIS DE POLIFENOLES Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE
ESPECIE CoFFeA ARABICAVARIEDADES BOURBON, GEISHA'Y
MARSELLESA

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

QUIMICA DE ALIMENTOS

PRESENTA

MARIA GUADALUPE MARTINEZ LOPEZ

CDMX ANO 2023




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE:

VOCAL:

SECRETARIO:

ler. SUPLENTE:

2° SUPLENTE:

Profesor: Reyes Salas Eugenio Octavio
Profesor: Caiiizares Macias Maria del Pilar
Profesor: Miranda Martinez Inés
Profesor: Garcia Saturnino Verdnica

Profesor: Enriquez Villeda Manuel Esteban

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA: LABORATORIO 228 “METODOS DE FLUJO
CONTINUO”, EDIFICIO F, FACULTAD DE QUiMICA, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE

MEXIco.

ASESOR DEL TEMA:

Dra. Maria del Pilar Caiizares Macias

SUSTENTANTE:

Maria Guadalupe Martinez Lépez



INDICE GENERAL

ABREVIATURAS ...ttt e e e e ettt e e e e e e e e e eatta e e e eeeaeeeennnes 1
NI (@] 10T o [ ] TS 2
OBJETIVOS-HIPOTESIS ...ttt ettt e e e e e e et e aeees 4
MARCO TEORICO ...ttt ettt ettt nenene e 5
L ETCAIG e et bt sh et a et et a et 5
1.1 Historia y definiCION .........coeeiiiiiieiieee et 5

1.2 Clasificacion y CaraCteriStCAS .......ccvvverieiieeiiecie ettt e e e sre e eees 5

1.3 PrOUUCCION......cviiiiieiieieeteeteetee ettt sttt sttt eae b eae s 7
1.3.1 Cultivo y CINtUrdn del Caf€ ........coveeieeieceecece et 7

1.3.2 Produccién nacional € internacional............c.ccoceeerererenininenenesesesesese e 7

1.4 Proceso y composiCiON del Cafe ........ccviviieiiecie e 9
1.4.1 Beneficiado del café: Natural, lavado y honey ..........cccceeveviieciiieecieceee 10

1.4.2 CAFE VEIUE ... 12

1.4.3 CAf tOSLAUO .....cuveneeneeieeee e 13

2. Capacidad antioXidANnTE ............cccveeiieieiiee et e e rer e e sbee e sereeenreesaneeas 15
2.1 Antioxidantes, estrés oxidativo y radicales libres........ccccoovvevciiviiccec e, 15

2.2 Polifenoles: estructura, propiedades y analiSis .........ccccceveveevieieiiee e, 17

2.3 Acido clorogénico: estructura, propiedades y analisis.............cccocovvvveeerereverenenne. 20

2.4 Métodos para determinar la capacidad antioxidante ...........c.cccceeeveeeeveeccreeenvee e, 21
A I 1T Yo B e o PP 22

3. MEtodos de flUjO CONLINUO ......oeeeeiieeciee ettt et st e e e 23
3.1 FIA (Andlisis por inyeccCion €n flujo) ......ccccocveeecieeiii e 25

3.2 SIA (Analisis por inyeccidn SECUENCIAI) .........cccuvveiieieiiie e 27
METODOLOGIA. ...ttt e e e e e e e ee it e e e e e e e eeeeenes 30
INStIUMENLACION Y EQUIPO....cccvieeeiie ettt ettt re e et e e s te e e ste e e abeesbeeesabeeesreeennns 30
REACTIVOS ...ttt ettt b et b et b et nne s 30
Preparacion de diSOIUCIONES ..........cocueiiiiieeiiie ettt ettt eaae e st e e areeeaes 31
IMUBSIIAS. ...ttt et ettt e sr e e st e s ne e sne e e sar e sneeesanes 33
Estrategia eXPeriMENTal.........c.ueiciiiiiiiice ettt et et ae e 33
Preparacion de MUESEIAS. ......c..eccciiiiiee ettt et re e et e e s te e e sabeeeabeesbeeesabeeesreeenens 34

1= 10 01T 01 (0 T RRTRPRT 34



B X A CION. e 34

Determinacion de polifenoles totales............cooiriiiiriiiieie e 35
Determinacion de la capacidad antioXidante .............ccooeeveieeienienenieseneeee e 36
Determinacion de &CidO CIOTOGENICO ..........coviiuiriiriieieseeie e 38
RESULTADOS Y DISCUSION ....ooviiiieieieeeeeeeee ettt sttt sne s seenns 39
Curva de calibracion para polifeNOIES........c..coieriiiiiiiee e 39
Polifenoles totaleS €N MUESIIAS ........cooviiiiiie e see e sre e sre e e eeee e 42
Curva de calibracién para determinar la capacidad antioxidante ...........c.ccccceeeveevennen. 43
Capacidad antioxXidante de MUESIIAS ........ccceerieeiriee ittt see e e sreeesaee e 44
Determinacion de acido clorogénico por HPLC-DAD.........c.ccocveivieeviesie e 45
Curva de calibracion de Acido CIOrOgENICO. .......cccceeeriieiiieiiecie et 45
Contenido de acido clorogénico en las muestras de café ..........ccccccevveeveeceecieccieennen, 47
ANAIISIS e 10S TESUIAAOS .....couvieiieiieiieieee et st 48

Efecto de la variedad de café en el contenido de polifenoles, acido clorogénico y

capacidad antioxidante de 1as MUESHIAS. ........ccceevceeeiiei e e 49
Efecto del tipo de beneficiado de la cereza del café en el contenido de polifenoles,
acido clorogénico y capacidad antioxidante de las muestras. ........ccccceevveeveveeevveeenen. 52
Efecto del grado de tostado en el contenido de polifenoles, acido clorogénico y
capacidad antioxidante de 1as MUESIIAS .........ccceevceeeiiei e 59
CONCLUSIONES ... e e et e e e e e e ees 68

2] 0] [To o =1 - SRS 69



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Estructura del fruto de café (Galanakis, 2017) ........cccccueeeeeeeenniiiiiiiiiennenn. 6
Figura 2. CINtUroN del Café ...........ooieiiiiiiiie e 7
Figura 3. Produccion mundial de café, elaborado con datos de la ICO................. 8
Figura 4. Estados productores de café en México, elaborado con datos de: Café
mexicano. Planeacion agricola nacional 2017-2030 (SAGARPA, 2017)................. 9
Figura 5. Estructura quimica general de algunos polifenoles (Ross Watson, 2014)
.............................................................................................................................. 18

Figura 6. Estructura quimica de los &cidos clorogénicos. A la izquierda acido
quinico. A la derecha, R:H acido cumérico; R: OH &cido cafeico; R: OCH3 &cido

1= 10 Lo o PP 20
Figura 7. Esquema de la reaccion del ensayo FRAP (Santos & Silva, 2020)........ 23
Figura 8. Sefial analitica caracteristica de los sistemas de analisis en flujo

(Cafiizares Macias, 2002) .......ccoooiieiiiieeee e 25

Figura 9. La dispersion en FIA: A (Inyeccion de la muestra); B (Reaccion de la
muestra con los reactivos); C (El producto fluye al detector) (Ruzicka, FLOW
INJECTION ANALYSIS, 2019). ..uuuuiiiiieeeiiiieiiiiiie e e e e e eeeeaates s s e e e e e e eeeasnnnnsaeeeaeeennenes 26
Figura 10. Mezclado por dispersion en SIA: A (Inyeccién de la muestra); B
(Inyeccién de reactivo); C (Dispersion axial);D(Inversion del flujo);E (La mezcla de

reaccion fluye hacia el deteCtor) .........oouuuueiiiiii e 29
Figura 11.Diagrama de estrategia experimental.............cccccovveeeeiiieeiiiiiiiieeeeeeeeennnns 34
Figura 12. Configuracion Folin Ciocalteu-FIA para la determinaciéon de polifenoles.
.............................................................................................................................. 35
Figura 13.Configuracion FRAP-SIA para determinacion de capacidad antioxidante.
.............................................................................................................................. 36
Figura 14.Fiagrama para estandar de acido galico (PpmM) .......cccccevvvviieiieeeereennnnns 39
Figura 15. Curva de calibracion del estandar de acido galico ...........cccceeveeevveennnn. 40
Figura 16. Fiagrama del estandar de acido clorogénico (Ppm) ........cceeeeveeeereeennnnns 41
Figura 17. Curva de calibracion para el estandar de acido clorogénico................ 41
Figura 18. Siagrama FRAP con estandar TroloX............cccceeiiiieiiiiiiiiiiiie e, 43
Figura 19. Curva de calibracion estandar de TrolOX........ccccoeeeevviiiiiiiiiiiieeeeeeeeieins 44
Figura 20. Cromatograma de la curva de calibracion con estandar de acido

(o3 [o £0 0 1= o1 o o PSP 46
Figura 21. Curva de calibracion para determinacién de acido clorogénico por
HPLC-DAD. ..eeetiiiie ettt ettt e e e e et e e e e e e e s e sttt e e e e e e s e e bbb e neeeaens 46

Figura 22. Ejemplo de cromatograma de café Marsellesa. En azul resalta el pico
cromatografico correspondiente al acido Clorogénico...............uvvveeeiieeeeeieeeniinnnnnnn. 47



Figura 23. Contenido de polifenoles (PT), &cido clorogénico (ACG) y capacidad
antioxidante (CA) en variedades de café marsellesa, bourbon y geisha; usando
estandar de &cido clorogénico para PT Y ACG y estandar Trolox para CA. ......... 49
Figura 24. Efecto del beneficiado en el contenido de polifenoles (PT), acido
clorogénico(ACG) y capacidad antioxidante (CA) en café bourbon; usando
estandar de &cido clorogénico para PT Y ACG y estandar Trolox para CA. ......... 53
Figura 25. Efecto del beneficiado en el contenido de polifenoles (PT) totales, acido
clorogénico (ACG) y capacidad antioxidante (CA) en café geisha. Usando estandar
de acido clorogénico para PT Y ACG y estandar Trolox para CA. .......ccccceevveeeeeee. 56
Figura 26. Efecto del grado de tostado en el contenido de polifenoles (PT) totales,
acido clorogénico (ACG) y capacidad antioxidante (CA) en café bourbon honey;
usando estandar de &cido clorogénico para PT Y ACG y estandar Trolox para CA.

Figura 27.Efecto del grado de tostado en el contenido de polifenoles totales (PT),
acido clorogénico (ACG) y capacidad antioxidante (CA) en café bourbon lavado;
usando estandar de acido clorogénico para PT Y ACG y estandar Trolox para CA.

.............................................................................................................................. 63
INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Composicion aproximada de Coffea arabica verde % en base seca

[(ST=2 1122 0101 ) TP RSUTPT 13
Tabla 2. Composicion aproximada de Coffea arabica tostado % en base seca

[(ST=2 1122 0101 ) O RSUTRR 15
Tabla 3. Ensayos comunmente usados para determinar capacidad antioxidante
(7= a0 [ =T o [=Tox 1 o] (0] (0] 1 1] 1 o JAr PSS 22
Tabla 4. Muestras de Coffea arabica a analizar............cccccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienene, 33

Tabla 5. Secuencia de aspirado para determinacion de capacidad antioxidante. . 37
Tabla 6. Gradiente de elusion para andlisis cromatografico de acido clorogénico.38
Tabla 7. Parametros estadisticos de la curva de calibracion de acido gélico........ 40
Tabla 8. Parametros estadisticos de la curva de calibracion del acido clorogénico

Tabla 9. Contenido de polifenoles totales en muestras de café, determinado por

FOIN CIlOCAITRU. ... eeeee e e 42

Tabla 11. Capacidad antioxidante en muestras de café, determinada por FRAP . 45
Tabla 12. Parametros estadisticos de la curva de calibracién de acido clorogénico.



Tabla 14. Andlisis de varianza del efecto de la variedad de café en el contenido de
POIFENOIES tOLAIES. ... 50
Tabla 15. Analisis de varianza del efecto de la variedad de café en la capacidad
o110 ) (o F= T g1 =SS 50
Tabla 16. Analisis de varianza del efecto de la variedad de café en el contenido de
ACIAO ClOTOQENICO. ..eeiiiiieeiiiiite et e e e e e st e e e e e e e e e aaas 50
Tabla 17. Resultado de la prueba de Bonferroni para el efecto de la variedad del
café en los parametros evaluados. Las muestras que comparten la misma letra no
son diferentes entre si, las que tienen una letra diferente son significativamente

(01 =T (=T (S 51
Tabla 18. Efecto del tipo de beneficiado en el contenido de polifenoles totales en la
(2= =T F= To I = 70U o o] o APPSR 53
Tabla 19. Efecto del tipo de beneficiado en la capacidad antioxidante para la
(2= T=T0 F= To I = 70T U o o] o ISP 54
Tabla 20. Efecto del tipo de beneficiado en el contenido de &cido clorogénico para
PR VZ= T =T b= o I =70 10 [ o Lo o ISP 54

Tabla 21. Resultados de la prueba de Bonferroni para el efecto del beneficiado en
la variedad Bourbon. Las muestras que comparten la misma letra no son
diferentes entre si, las que tienen una letra diferente son significativamente

(o 11 =T (= ] (=TS TR PPPTR 55
Tabla 22. Analisis de varianza del efecto del beneficiado en el contenido de
polifenoles totales en la variedad Geisha...........cccevvviiiiiii i, 57
Tabla 23. Analisis de varianza del efecto del beneficiado en la capacidad
antioxidante en la variedad Geisha ............cooooviiiiiiiii e 57
Tabla 24. Andlisis de varianza del efecto del beneficiado en el contenido de acido
clorogénico en la variedad Geisha .............coooeviiiiiiiiiii e 57

Tabla 25. Resultados de las pruebas de Bonferroni para evaluar el efecto del
beneficiado en la variedad Geisha. Las muestras que comparten la misma letra no
son diferentes entre si, las que tienen una letra diferente son significativamente

(o[ {= €= 1 (= T PPPPPPPPPP 58
Tabla 26. Analisis de varianza del efecto del tostado en el contenido de polifenoles
totales en Bourbon HONEY ..........coooviiiiiiiii e 61
Tabla 27. Analisis de varianza del efecto del tostado en la capacidad antioxidante
(T =100 g o To ] o 1N = (o] 1= VRS 61
Tabla 28. Analisis de varianza del efecto del tostado en el contenido de acido
clorogénico en Bourbon HONEY ...........ovueiiiiiiiiiieeeee et 61

Tabla 29. Resultados de las pruebas de Bonferroni del efecto del tostado en
Bourbon Honey. Las muestras que comparten la misma letra no son diferentes
entre si, las que tienen una letra diferente son significativamente diferentes........ 62
Tabla 30. Analisis de varianza del efecto del tostado en el contenido de polifenoles
totales en bourboN Lavado .........coouviuiiiiiiii e 63



Tabla 31. Andlisis de varianza del efecto del tostado en la capacidad antioxidante

€N BOUIDON [AVATO ..o e, 64
Tabla 32. Analisis de varianza del efecto del tostado en el contenido de acido
clorogénico en Bourbon 1avado ... 64

Tabla 33. Resultados de las pruebas de Bonferroni del efecto del tostado en
Bourbon lavado Las muestras que comparten la misma letra no son diferentes
entre si, las que tienen una letra diferente son significativamente diferentes........ 65
Tabla 34. Resumen de resultados, los tipos de café se presentan de un mayor a
menor contenido en polifenoles totales, acido clorogénico y capacidad
antioxidante, y se especifica aquellos que no mostraron una diferencia
estadisticamente SigNIfiCatIVA. .........coooeiiiiiiiiii e 67



ABREVIATURAS
ABTS 2,2'-Azino-bis(3-etilbenztiazolina-6-acido sulfonico

ACG Acido clorogénico

AG Acido galico

ANOVA Andlisis de varianza

CA capacidad antioxidante

DAD detector de arreglo de diodos
DI Didmetro interno

DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
FIA Analisis por inyeccion en flujo
Fc Valor critico para F

FCR Reactivo de Folin Ciocalteu
FRAP Ferric Reducing Antioxidant Power: Capacidad de reduccién del hierro
GL Grados de libertad

HPLC High performance liquid cromatografy: Cromatografia de liquidos de alta
resolucion

ICO international coffee organization: Organizacion internacional del café.
NOM Norma Oficial Mexicana

ORAC Capacidad de atrapamiento de radicales oxigeno

PT polifenoles totales

RNS Especies reactivas de nitrogeno

SAGARPA Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion

SIA Andlisis por inyeccién secuencial

TPTZ Tripiridiltriazina



INTRODUCCION
En los ultimos afios ha aumentado la necesidad de incorporar a la dieta alimentos

gue ademas del aporte nutrimental, proporcionen compuestos que beneficien la
salud (Smrke, E.W. et al, 2013). Dentro de estos los antioxidantes tienen una gran
relevancia, pues son sustancias con la capacidad de retardar o inhibir la
degradacion oxidativa (capacidad antioxidante), y por lo tanto, pueden prevenir los
efectos adversos que provoca en el cuerpo humano. Compuestos que han
demostrado reducir dichos efectos y por tanto el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares como diabetes (Kwak, et al, 2018), son los polifenoles que
pueden ser ingeridos en la dieta de diversos alimentos como el café.

El café se ha convertido en la bebida no alcoholica mas popular en el mundo. El
placentero sabor y aroma, junto con los efectos benéficos en la salud, son algunas
de las causas del incremento en su consumo. (Arvay, y otros, 2018). Ademas de la
importancia debido a que su produccién y comercio constituyen el pilar de la
economia de la mayoria de los paises en vias de desarrollo (Quintero Rizzuto &
Rosales, 2014), por lo que es de especial valor en México por ser de los

principales cultivos industriales y de exportacion. (Garcia, et al, 2016).

El contenido de polifenoles en el café ha pasado de ser una propiedad natural a

una ventaja competitiva, por lo que su analisis es fundamental.

El contenido de polifenoles en especial el mas abundante en café, el acido
clorogénico, es afectado por la variedad de café y el tratamiento por el que pasé la

cereza (Macrae, 1989).

El proceso del café consta de cuatro etapas basicas: cultivo, cosecha, beneficiado
y tostado. Cada una de las cuales impacta en las caracteristicas finales en la taza

de café.

El beneficiado se puede realizar por tres métodos: natural, lavado y honey; en
todos hay una fermentacion implicita con la microbiota propia del café. En el
primero la cereza se seca al sol y posteriormente se despulpa, en el segundo la
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cereza se despulpa y se deja fermentar en agua, se lava y se seca; en el honey la
cereza es despulpada, y dejada en fermentacion seca sin retirar la capa de

mucilago y finalmente se seca.

En este trabajo se determinaron el contenido total de polifenoles, &cido
clorogénico y capacidad antioxidante a variedades de café arabica, Marsellesa,
Bourbon y Geisha, que pasaron por un proceso de beneficiado diferente (natural,
lavado y honey) y en un grado de tostado diferente. Se usaron métodos de flujo
continuo, que poseen la ventaja de ser rapidos, de menor costo y compatibles con
una gran variedad de detectores. (Cafiizares, 2002). Especificamente analisis por
inyeccion en flujo y andlisis por inyeccion secuencial para determinar polifenoles
totales por Folin- Ciocalteu y capacidad antioxidante por FRAP respectivamente;

ademas de HPLC para la determinacion de acido clorogeénico.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto que tienen la variedad de
café, el tipo de beneficiado de la cereza y el grado de tostado en el contenido de

polifenoles, acido clorogénico y capacidad antioxidante en el café.



OBJETIVOS-HIPOTESIS

Objetivo general:

Determinar el efecto de la variedad de café, el tipo beneficiado de la cereza y el
grado de tostado en el contenido de polifenoles, &cido clorogénico y capacidad

antioxidante.
Objetivos particulares:

e Determinar el contenido de polifenoles, acido clorogénico y capacidad
antioxidante en variedades de café arabica, Marsellesa, Bourbon y Geisha.

e Conocer la variedad de café que aporta un mayor efecto antioxidante.

e Determinar el tipo de beneficiado que nos permite conservar mas
antioxidantes.

e Evaluar el efecto del grado de tostado en los antioxidantes

e Evaluar la relacion entre el contenido de polifenoles, acido clorogénico y la

capacidad antioxidante.

Hipotesis:

El contenido de polifenoles, acido clorogénico y capacidad antioxidante tendran
una relacion directamente proporcional, es decir, al aumentar el contenido de
polifenoles y acido clorogénico, también aumentara la capacidad antioxidante; y
van a variar de la siguiente forma, de acuerdo con el proceso de la cereza:
natural<lavado<honey; y de acuerdo al grado de tostado disminuiran al aumentar

el grado de tostado.



MARCO TEORICO
1. El café

1.1 Historia y definicion
Segun SAGARPA se denomina café o cafeto, a un género de arboles de la familia

de las Rubiaceas, a las semillas y la bebida que se prepara con ellas.

En particular café se refiere a las semillas de las cerezas del arbol de café, del
género Coffea, a las que se les ha removido completamente el pericarpio y
ocasionalmente la piel plateada, las semillas pueden ser verdes o tostadas,

enteras o molidas. (Belitz, Grosch, & Schieberle, 2009).

El arbol del café es nativo de Etiopia, y a través del trafico de esclavos fue
introducido a Yemen (provincia de Arabia), donde se empez6 a cultivar en el siglo
XV; la llegada del café a Asia y Europa se vio retrasada por el monopolio que

ejercia Arabia sobre el café y sus estrictas politicas de no exportar granos fértiles.

En 1615 llegaron los primeros granos de café a Europa. En 1683 se abrié en
Venecia el famoso “Caffé Florian” de la plaza de San Marcos; en 1699 el cultivo se
extendié a India y lo que ahora es Indonesia, convirtiéndose en la principal fuente

de suministro de Europa.

Finalmente se extendi6 a América, llegando primero a las colonias en
Norteamérica; sin embargo, fueron los holandeses los que propagaron su cultivo
por centro y sur América, donde actualmente se encuentran los principales cultivos

de importancia comercial en el continente. (ICO, 2022)

1.2 Clasificacion y caracteristicas

Es un arbol de hojas perenes, que pude llegar a medir hasta 9 metros, tiene hojas
ovaladas, lustrosas y verdes oscuras, que se mantienen de 3 a 4 afos. Las flores
son blancas y fragantes, y permanecen abiertas durante pocos dias, después de
seis meses aproximadamente se desarrolla un fruto verde, que se torna rojo con el

tiempo.



Son arboles que pertenecen a la familia de las Rubiaceas, existen mas de 500
géneros y 800 especies. De las cuales destacan Coffea arabica y Coffea
canephora (cominmente conocida como robusta por ser la menos exigente a las
condiciones de cultivo), abarcando mas del 90% de la produccién mundial entre
ambas. (Astiasaran & Martinez, 2003).

La especie arabica en la mas producida y existen diversas variedades que se

cultivan alrededor del mundo y que ofrecen un perfil sensorial tnico.

Los frutos que crecen en el cafeto son drupas de 1.5 cm de diametro con dos
semillas cada una, conocidas como cereza del café.

Mucilago
Lamina plateada

Cascarilla
Pergamino H (Pericarpio)

< Grano de café

Pulpa
(Mesocarpio)

Figura 1. Estructura del fruto de café (Galanakis, 2017)

La capa mas externa es el pericarpio comiunmente conocido como cascarilla es
color verde cuando estan inmaduras pero al madurar se tornan a coloraciones que
van del rojo al violeta, dependiendo de la especie de café; recubre al mesocarpio
una capa rica en azucares importantes por ser los sustratos que se requieren en la
fermentacion de la cereza. La capa mas interna es el grano de café y esta

recubierta por dos capas, la lamina plateada y el pergamino.



1.3 Produccién

1.3.1 Cultivo y cinturdn del café

El desarrollo del cafeto se ve favorecido en una zona denominada “el cinturon de
café” (en la figura 2 podemos apreciar esta zona), comprendida entre los trépicos
de céncer y capricornio, donde se reunen las condiciones adecuadas para su
cultivo, es una zona con clima célido, pero con alto nivel de humedad, a una altitud

de 1000 a 1300 msnm y temperaturas entre 13 a 26°C. .

Las especies mas cultivadas son Coffea arabica y Coffea canephora, siendo la

especie arabica la mas cultivada ocupando 75% de la produccion mundial.

Figura 2. Cinturén del café

1.3.2 Produccion nacional e internacional

Es imposible exagerar la importancia del café en la economia mundial. El café es
uno de los productos primarios mas valiosos, el segundo mas valioso a nivel
mundial de especial importancia para los paises en desarrollo, donde es crucial
para la economia y politica; y cuyas exportaciones son parte sustancial de sus

ingresos en divisas, en algunos casos mas del 80%.



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:

e Suaves colombianos, granos de arabiga lavados, producidos principalmente
en Colombia;

e Otros suaves, granos de arabiga, cuyos principales productores son México
y Centroamérica.

e Brasilefios naturales, granos de arabiga sin lavar, provenientes de Brasil y
otros paises sudamericanos.

e Robustas, producidos en Africa, Asia y algunos paises sudamericanos

Una gran parte de la producciéon mundial proviene de centro América y
Suramérica.
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Figura 3. Produccién mundial de café, elaborado con datos delalCO

México es de los principales productores a nivel mundial de café, este sector de la
agricultura provee de empleo a 500 mil productores de 15 entidades federativas y
480 municipios; la caficultura se considera como una actividad estratégica

fundamental, debido a que permite la integracion de cadenas productivas, la



generacion de divisas y empleos, el modo de subsistencia de muchos pequefios
productores y alrededor de 30 grupos indigenas y, en forma reciente, de enorme
relevancia ecoldgica, pues provee servicios ambientales a la sociedad ya que del
90% de la superficie cultivada con café se encuentra bajo sombra diversificada,
gue contribuye a conservar biodiversidad (CEDRSSA, 2018).

México es uno de los principales productores de café “organico”, en particular este
tipo de cultivos ha cobrado relevancia debido a que se convirtié en una alternativa
por la caida de los precios en el mercado internacional, y con este café organico
se puede seguir aprovechando el café como eje del desarrollo comunitario y
regional

A nivel nacional los mayores productores son los Estados al sur del pais.

Produccidon nacional de café 2016-2017

M Chiapas
M Oaxaca
Veracruz

H OTROS:

Figura 4. Estados productores de café en México, elaborado con datos de: Café mexicano.
Planeacién agricola nacional 2017-2030 (SAGARPA, 2017)

1.4 Proceso y composicion del café
Una vez la cereza del café ha madurado, se recolecta y pasa por un proceso
llamado beneficiado, para transformarla en café verde, este proceso puede tener

tres variantes todas con una fermentacién implicita, tipicamente estan el método



natural o seco y el lavado o himedo, y existe un tercer método denominado
método honey. Posterior a tener el café verde, éste se selecciona y se clasifica de
acuerdo con las caracteristicas de calidad que se exigen en las Normas Oficiales
Mexicanas y se lleva a torres donde es tostado, con diferentes condiciones segun

cada productor.

1.4.1 Beneficiado del café: Natural, lavado y honey

El método natural se realiza en lugares donde el clima es consistentemente calido
y seco, y donde la disponibilidad de agua no es suficiente para realizar el método
humedo, y es cominmente usado para el café robusta Este método es mas
directo y relativamente mas barato. La cereza del café se puede quedar en el arbol
por mas tiempo y la seleccion individual no es necesaria, pues se pueden arrancar
por ramas, y las hojas y otro materiales indeseables pueden ser removidos
después en los pisos de secado, donde las cerezas son expuestas al sol en capas
gue no exceden los 5 cm; por la noche o cuando el clima es humedo las cerezas
son agrupadas en montones y se cubren. En un periodo aproximado de 3
semanas se ha alcanzado la humedad necesaria (aproximadamente 12%) se

retiran las capas secas y se deja el grano desnudo.

El método lavado es mas comun para el café arabica: para este se requiere que la

mayoria de las cerezas se encuentren sobremaduradas.

Se hace un lavado preliminar en el que se hace una separacion de las cerezas
con menor calidad por flotacion y hundimiento; las cerezas pasan a la maquina

donde se separa la cascara Y la pulpa.

A continuacion toma lugar la fermentacién en tanques de concreto; la capa de
mucilago se rompe por accidén enzimatica, y después de esto se puede lavar el
grano, normalmente ocurre un fermentacion natural con enzimas propias que
estan presentes en la capa de mucilago y con ayuda de otras que provienen de
levaduras y bacterias que se desarrollaron al mismo tiempo. Este proceso dura

alrededor de 72 horas, pero puede ser acelerado adicionando pectinasas. Cuando
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la fermentacién esta completa se realiza un lavado més, con agua limpia antes de

ser secado.

Después de remover la capa restante de mucilago los granos tienen una humedad
de cerca del 50% y pasan a una etapa de secado ya sea al sol 0 en una maquina,
si se hace en patios de secado la capa va de 2 a 10 cm dependiendo de las
condiciones climaticas y también se debe girar o remover contantemente y cuidar
de la lluvia y de brisa nocturna hasta que se llegue a una humedad de cerca del
12%; si se tiene la posibilidad hay que hacer torres de secado pues de esta
manera no se depende del clima, ademas de que es mas eficiente y requiere
menos espacio que el secado al sol. Con frecuencia las técnicas se combinan
para economizar, se usa primero el secado al sol hasta remover una tercera parte
del agua en exceso y luego pasa a los secadores. Los sistemas de secado
funcionan comiunmente con aire caliente y estdn en movimiento constantemente,
cualquiera que sea el método es importante controlar el tiempo y la temperatura
de secado para generar el menor dafio posible a los granos. Después de este

procedimiento obtenemos lo que se conoce como café pergamino. (Macrae, 1989)

El método honey requiere la clasificacion de las cerezas maduras, que
posteriormente se llevan a la despulpadora donde es de vital importancia dejar la
mayor capa de mucilago posible y se pasa directamente al secado, debido a esto
el café queda recubierto con una capa pegajosa que asemeja a la miel, de ahi su
nombre. A diferencia de los otros métodos en este se puede elegir el tiempo de
secado del grano de acuerdo al tipo de sub variante que se quiera obtener, white,
yellow, red y black, siendo el tiempo menor para white y mayor para black.
(Carnoma, 2020).

Después del beneficiado los granos pasan a cribas donde son clasificados por
tamafos e imperfecciones, en este punto ya tenemos lo que se conoce como “café

verde” y los granos estan listos para su industrializacion.
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1.4.2 Café verde

Las NOM-169-SCFI-2007 y NOM-149-SCFI-2001 definen café verde como:

Materia prima constituida por las semillas o almendras de los frutos maduros del
cafeto de la especie Coffea arabica a los que se les ha quitado las capas que o

cubren con el fin de estar listos para su industrializacion.

El café verde no posee caracteristicas organolépticas que resulten agradables, si
no que estas se adquieren durante el tostado.

Se obtiene a partir del procesamiento de las bayas maduras del arbol de cafe,
retirando las capas externas, el grano en algunos casos conserva la piel plateada

y el pergamino y para el caso del café honey aun conserva parte de la pulpa.

La composicion quimica del café verde depende de la especie y variedad en
cuestion, también y no menos importante de las practicas de agricultura, el grado
de maduracion y las condiciones de almacenamiento. El café verde se debe de
almacenar a una humedad relativa no mayor a 80% y temperaturas entre 30 y
50°C, para evitar la degradacion de los compuestos, en especial de los acidos

clorogénicos que contribuyen a la capacidad antioxidante de los granos de café.

Dentro de los compuestos importantes en el café verde, desde el punto de vista
del proceso, tenemos a la trigonelina, proteinas y aminoéacidos, oligosacaridos y

polisacaridos. (Tabla 1)
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Tabla 1. Composicién aproximada de Coffea arabica verde % en base seca (Belitz, 2009)

1.4.3 Café tostado

Carbohidratos solubles 9-12.5
Monosacaridos 0.2-0.5
Oligosacaridos 6.9-9.0
Polisacaridos 3-4
Polisacéaridos insolubles | 46-53
Hemicelulosa 5-10
Celulosa 41-43
Acidos y fenoles

Acidos volatiles 0.1
Acidos alifaticos no volatiles | 2-2.9
Acidos clorogénicos(ACG) | 6.7-9.2
Lipidos 15-18
Cera 0.2-0.3
Aceite 7.7-17.7
Compuestos nitrogenados | 11-15
Aminoacidos 0.2-0.8
Proteinas 8.5-12
Cafeina 0.8-1.4
Trigonelina 0.6-1.2
Minerales 3-5.4

Se entiende por café tostado aquel que ha sido obtenido de la torrefaccion de

café verde.

El tostado es un proceso que consiste en la aplicacion de calor a los granos
verdes que deben estar en constante movimiento para asegurar un tostado

uniforme, hasta que se tengan las caracteristicas deseadas, llegado el momento
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se enfria rdpidamente con una corriente de aire, con o sin ayuda de rociadores de

agua.

El tostado de los granos es una relacién tiempo-temperatura que se realiza en
distintos grados, y esto no solo afecta al color si no que también impacta en la
composicion, y en las caracteristicas organolépticas de la bebida, sabor, cuerpo,
olor, etc.

El tostado es un proceso complejo en el que podemos distinguir cuatro etapas:
deshidratacion, desarrollo, descomposicion y tostado final. Los primeros cambios
ocurren a 50°C, cuando las proteinas se desnaturalizan y el agua se evapora,
después se empieza a desarrollar el color a 100°C, ocurre la pirolisis de
compuestos organicos acompafiada por la hinchazon de los granos. La fase de
descomposicion que ocurre entre 180-200°C es reconocible por que los granos
estallan liberando un humo azulado, esto esta relacionado con el aroma del café.
Finalmente bajo condiciones Optimas para la caramelizacion, se alcanza el tostado

maximo donde la humedad del grano final esta entre 1.5-3.5%.

El tostado esta caracterizado por la desaparicion de los compuestos del grano de
café verde debido a una serie de reacciones, donde se forman los compuestos

gue le dan al café su olor, color y aroma caracteristicos.

Las principales reacciones, son las reacciones de Maillard donde la mayoria de los
carbohidratos y compuestos nitrogenados reaccionan, las proteinas y aminoacidos
(triptofano, treonina, glicina, tirosina, serina, alanina, lisina y arginina los de mayor
relevancia) son importantes precursores del aroma del café tostado, los
carbohidratos contribuyen en gran medida a la formacion de compuestos de

aroma, sabor y color.

La trigonelina contribuye en gran medida a la formacién de compuestos durante

el tostado que se ven reflejados en el aroma y sabor de la bebida.

El resto de los componentes del grano verde como los acidos clorogénicos (ACG)

se ven disminuidos por varias rutas como la migracioén de grupos acilo, hidrdlisis,
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oxidacion, fragmentacion, polimerizacibn y asociacion con proteinas

desnaturalizadas o degradadas. (Tabla 2)

Tabla 2. Composicién aproximada de Coffea arabica tostado % en base seca (Belitz, 2009)

Cafeina 1.3
Lipidos 17
Carbohidratos 10
Trigonelina 38
Acidos alifaticos 1

ACG 2.4
Compuestos volatiles | 2.7
Minerales 4.5
Melanoidinas 23

2. Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante total se define como el potencial de una sustancia o
compuesto para inhibir o dificultar la oxidacion de un sustrato hasta en cantidades
muy pequeias (<1%, comunmente 1-1000 mg/L) (Benitez-Estrada, et al, 2020). La
capacidad antioxidante de los alimentos estad directamente relacionado con la
presencia de compuestos bioactivos en la matriz alimentaria Su medicion es util
para valorar la calidad de un alimento en cuanto a la cantidad de antioxidantes

como sistema, o la biodisponibilidad de compuestos antioxidantes en el mismo.

2.1 Antioxidantes, estrés oxidativo y radicales libres

Los radicales son sustancias quimicas que contienen electrones libres o impares
en el orbital mas externo, lo que les da una gran reactividad, su agresividad y
actividad destructora ocurren en fracciones de milésimas de segundos; se
producen de manera natural a nivel celular, sin embargo, se pueden aumentar en
algunas condiciones, se producen principalmente en la mitocondria. Durante la
respiracion celular, ocurre una reduccion del oxigeno molecular, en este proceso
se producen sustancias toxicas intermedias a bajas concentraciones como:

Radicales del lon superoxido (O2-") generado principalmente por la actividad de
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oxidasas intracelulares, y radicales hidroxilos(OH-). Estas especies también
pueden ser generadas por reacciones intracelulares mediadas por metales de
transicion como el Hierro (Fe) y el Cobre (Cu) que poseen la capacidad de ser
donadores o aceptores de electrones, generando una actividad sinérgica entre el
hierro y este radical libre, provocando lesiones a nivel oxidativo, originando
respuestas fisioldgicas 0 una induccién de una respuesta estresante, llevando a la
generacion de especies reactivas de nitrégeno (RNS), reacciones inmunes o la

muerte celular

Existen una gran variedad radicales libres producidos por el metabolismo del
organismo por medio de diversas rutas de sintesis como: Triclorometil (CCI3),
radical superdxido (02-), Hidroxilo (OH-), Peroxilo (ROO), Oxido nitrico (NO),
acido Hipocloroso (HOCI), entre otros. Todas las especies reactivas de oxigeno
participan en cadenas reactivas de radicales libres. (Zapata, 2014)

Se conocen también fuentes exdgenas que provocan la formacion de radicales
libres de diferente origen, tanto medioambientales, farmacologicas y nutricionales

como contaminantes y aditivos.

El estrés oxidativo se puede definir como una perturbacion en el equilibrio de las
sustancias pro-oxidantes y antioxidantes a favor de las primeras generando
cambios en biomoléculas por los radicales formados y las modificaciones
funcionales. Quimicamente es una disminucién en la capacidad reductora de los
pares redox celulares, lo que esta asociado a multiples enfermedades como las
cardiovasculares, infecciosas, el cancer, la diabetes mellitus y los trastornos
neurodegenerativos, como el Altzheimer. Entre los numerosos hallazgos
realizados se destaca el papel del oxigeno, una molécula imprescindible para la
vida, pero dada su alta reactividad, lo que se cree positivo para los organismos
vivos, también es un elemento toxico (Viada Pupo, 2017). Con el objetivo de
contrarrestar tal circunstancia, la naturaleza ha desarrollado sistemas de control,
los sistemas antioxidantes, que neutralizan los cambios producidos por el oxigeno

y otras sustancias a escala celular.
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La contraparte de los radicales libres son los antioxidantes, sustancias de origen
natural o sintético con la capacidad de captar radicales libres y retardar o inhibir la
oxidacién de los sustratos susceptibles a estos, y por lo tanto, pueden prevenir los
efectos adversos que las especies reactivas causan en las funciones fisiol6gicas

normales del cuerpo humano.

Existen diversos sistemas de defensa naturales en el organismo con capacidad
antioxidante, tanto enzimatico (superoxidodismutsa, glutatio peroxidasa, glutatién
reductasa y catalasa), como no enzimaticos como la vitamina C, carotenos,

flavonoides y la vitamina E, que pueden ser ingeridos en la dieta.

Los alimentos constituyen una importante fuente de antioxidantes, se pueden
encontrar sintéticos y naturales. Sintéticos como el TBHQ. BHA, BHT; sustancias
sinérgistas que mejoran la actividad antioxidante, secuestrando a los metales que
actian como catalizadores en reacciones de oxidacion; y naturales: aquellos
contenidos en los diversos tejidos de las plantas como los son los tocoferoles,

carotenoides y compuestos fenolicos (Belitz, 2009).

Los antioxidantes que se encuentran en los alimentos son una categoria
heterogénea de moléculas y su efectividad depende de sus caracteristicas
guimicas y ubicacién fisica dentro del alimento. La importancia de los
antioxidantes radica en su desempefio en las vias metabdlicas ya que protegen a
las células de sufrir oxidaciones y formar especies reactivas que pueden

interaccionar con procesos bioquimicos.

2.2 Polifenoles: estructura, propiedades y anélisis

Quimicamente los polifenoles pueden ser definidos como sustancias que poseen
un anillo aroméatico con uno o mas grupos hidroxilo, incluyendo sus derivados que
se pueden encontrar glucosilados o como ésteres. Son sustancias que se
encuentran distribuidas en los diversos tejidos de las plantas y poseen capacidad

antioxidante que varia con el nimero y posicion de los grupos hidroxilo y del pH, a
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valores menores de 4(acido), su actividad se ve disminuida y a valores mayores a
8(alcalinos) tienen mayor actividad (Belitz, 2009).

“‘Existen dos grandes grupos: los acidos fendlicos (benzoicos y cinamicos) y los
flavonoides (flavonoides, antocianinas y taninos). Los acidos fendlicos tienen un
solo anillo, mientras que los flavonoides tienen dos anillos fendlicos unidos por un
anillo heterociclico. Los compuestos fendlicos como los flavonoides y las
antocianinas, reaccionan facilmente con un acido organico o un azucar, o entre si

para formar polimeros, como los taninos”. (Badui, 2013)(Figura 5)
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Figura 5. Estructura quimica general de algunos polifenoles (Ross Watson, 2014)



Los polifenoles son responsables de propiedades organolépticas (color, sabor,
astringencia, dureza), y propiedades nutricionales y antioxidantes. La accion en la
salud de las sustancias antioxidantes depende de su biodisponibilidad
Los polifenoles se encuentran en diversos alimentos, todos de origen vegetal,
como el vino, té verde, café, jugos de granada y bayas, nueces y chocolate.

La gran diversidad de polifenoles en las matrices alimentarias, hace de su analisis
algo complejo. EI método més comun para la determinacion de polifenoles es el de
Folin Ciocalteu. Este método involucra la reduccién del reactivo de Folin-Ciocalteu
(FCR: una mezcla de &cidos fosfomolibdico y fosfotingstico) a un complejo
colorido azul en una solucién alcalina. Sin embargo, la cuantificacion se puede ver
afectada por otros componentes presentes en los extractos de los alimentos que
se pueden comportar como agentes reductores y contribuir a la absorbancia. Con
este método no es posible la identificacion individual de los compuestos fendlicos
porque es poco especifico; sin embargo para este propésito existen otros metodos
como la cromatografia (en capa fina, HPLC, o de gases). (Ross Watson, 2014)
Para este tipo de analisis se puede acoplar a una gran variedad de sistemas de
deteccion como: fotodiodos, electroquimicos, fluorescentes incluido
espectrometria de masas.

Otros métodos de analisis para polifenoles, mas especificos son:

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas: se mide la relacion
masal/carga de los iones producidos en la muestra. La muestra es inyectada en la
columna del cromatografo y es transferida al espectrometro de masas, los iones
formados son separados de acuerdo al valor de la relacion masa- carga.

-HPLC (Cromatografia de liquidos de alta resolucién)

-Cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de masas (LC-MS)
-Resonancia Magnética Nuclear

-Cromatografia de liquidos acoplado a resonancia magnética nuclear (LC-RMN)
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2.3 Acido clorogénico: estructura, propiedades y analisis

Se entiende por acido clorogénico (ACG) a un grupo de ésteres de acido quinico,
solubles en agua y en alcoholes de bajo peso molecular, pero insolubles en

benceno y cloroformo.

" OH
HOOC 2 HO OH

OH OH R

Figura 6. Estructura quimica de los acidos clorogénicos. A la izquierda acido quinico. A la

derecha, R:H acido cumaérico; R: OH acido cafeico; R: OCH3 &acido ferulico.

El &cido quinico puede ser esterificado en las posiciones 3, 4 y 5. Los esteres mas

comunes son con acido cafeico, ferulico y cumarico.

Los polifenoles incluidos los acidos clorogénicos son productos secundarios de las
plantas, en particular los granos de café tienen un contenido mas elevado de ACG
comparado con otras partes de la planta, y estan relacionados con el crecimiento

de las plantas. Como parte de una dieta contribuyen a retardar el estrés oxidativo.

Los acidos clorogénicos se pueden analizar por técnicas espectrofotométricas,
usando diversos reactivos para la obtencién de complejos coloridos, pero tienen la
desventaja de solo cuantificar el contenido total y en algunos casos se puede
sobre o subestimar la concentracion de alguno de los componentes. También se
pueden usar métodos cromatograficos (cromatografia de gases o de liquidos) que

suelen ser mas especificos.

Para el andlisis de acido clorogénico es necesaria la reduccion del tamafio de
particula para incrementa la superficie total para la extraccion. Los granos de café

verdes presentar un problema en particular por su dureza. Para minimizar el riesgo
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de la formacién de interferencias inducidas por el calor, ya sean quimicas o
enzimaticas, para ello es recomendable liofilizar o congelar en nitrégeno liquido,
Con los granos tostados no es necesario este pre-tratamiento. En general para la

extraccion se recomienda un tamafio de particula de 0.5 mm

2.4 Métodos para determinar la capacidad antioxidante
Hay una variedad de ensayos para medir la capacidad antioxidante de los
componentes de los alimentos, dos tipos de ensayos son los mas usados para

estudios de antioxidantes en alimentos.

El primero tipo de ensayos asociados a la oxidacion de lipidos como lo son: TBA
(ensayo de acido tiobarbiturico), MDA-HPLC (malonaldehido-cromatografia de
liquidos de alta resolucion), MDA-CG (ensayo de malonaldehido-cromatografia de

gases)

El segundo tipo son ensayos asociados con la inhibicion de electrones 06 radicales:
DPPH ( 2,2-difenil-1-picrilhidracilo) y ABTS (2,2'-Azino-bis(3-etilbenztiazolina-6-
acido sulfonico)), basados en la desaparicion de un radical; FRAP (capacidad de
reduccion del ion hierro) y FOX(ensayo de oxidacion ferrosa en naranja de xilenol),
basado en la formacion de complejos; FTC (ensayo del tiocianato férrico),
ACA(aldehido/acido carboxilico) (Bartosz, 2014), basado en la oxidacion de

aldehidos por especies reactivas de oxigeno.

Otro ensayo ampliamente usado en alimentos es ORAC, un ensayo fluorimétrico
gue tiene la virtud de medir la capacidad antioxidante tanto de los componentes
lipofilicos como hidrofilicos y que se realiza en condiciones similares a las
fisiol6gicas. La inactivacién de los radicales se evidencia a través de la inhibicion

de la oxidacion de la molécula de fluoresceina.
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Tabla 3. Ensayos comuUnmente usados para determinar capacidad antioxidante usando

espectrofotometro.

Ensayo Antioxidante Producto que se monitorea Absorbancia (nm)
DPPH DPPH- 517

Decoloracién de B-caroteno B-caroteno radical 470

ABTS ABTS. 734

FRAP Fe 2+-TPTZ 593

FOX Fe 3+-XOC 550

FTC Fe(SCN)3 500

TPTZ=Tripiridiltriazina ferrosa; XOC= complejo naranja de xilenol

Es importante elegir el ensayo adecuado para la muestra que estamos analizando,
en general se recomienda usar tres ensayos diferentes para determinar la

capacidad antioxidante de una muestra. (Ross Watson, 2014)

2.4.1 Ensayo FRAP

El ensayo FRAP posee algunas ventajas con respecto a los otros ensayos como lo
son: ser sensible, simple y reproducible; a diferencia de ensayos como DPPH no
requiere medios organicos, y el tiempo de analisis es menor con respecto a
analisis como ABTS donde se requiere una incubacion del radical por varias

horas.

El método FRAP se basa en el principio de que los antioxidantes son sustancias
capaces de reducir el ion férrico al estado ferroso. El método FRAP es, por tanto,
un método que no evalla la capacidad neutralizadora de radicales libres, sino su

capacidad reductora por transferencia de electrones. (Mercado, et al, 2013).

Evalla el efecto combinado de las defensas antioxidantes no enzimaticas. Este
método se desarrolla bajo condiciones acidas (pH 3.6). En presencia de
antioxidantes, la forma férrica del compuesto hierro-tripiridil-triazina (Fe3+-TPTZ)
se reduce a la forma ferrosa (Fe2+-TPTZ). El compuesto Fe2+-TPTZ produce una
coloracion azul intensa que tiene una absorcién maxima de 593 nm. La capacidad

antioxidante de la muestra es cuantificada por comparacion con una curva de
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calibracion con &cido ascorbico o Trolox y en unidades equivalentes al
estandar.(Benitez-Estrada, et al, 2020)

El reactivo FRAP es una mezcla de TPTZ (2,4,6-tri(2piridil)-S-triazina) vy

FeCls(cloruro férrico) en medio acido.

9@@ 35

IlI)Fe (II Fe
N SN = N
[Fe(lll) TPTZ)2]3' [Fe(ll) (TPTZ)ﬂz‘
Amarillo | Al

Figura 7. Esquema de la reaccion del ensayo FRAP (Santos & Silva, 2020)

3. Métodos de flujo continuo

El uso de los métodos automaticos de analisis va unido a la necesidad de sustituir
una operacion o medida estatica que se realiza manualmente por una operacion y
medida continua o secuencial. El concepto fue introducido Skeggs en 1957 al
presentar el primer sistema de flujo continuo segmentado empleando burbujas de
aire para dividir el flujo de la muestra en muchas porciones individuales (Cafiizares
Macias, 2002).

La importancia de estos métodos radica principalmente en la disminucion de la
manipulacion del analista en el progreso de la reaccion ademas no tienen tiempos
elevados de andlisis como las técnicas manuales, y son perfectamente validas y

sensibles

El concepto de andlisis por inyeccion en flujo fue introducido en 1975 por Ruzicka
y Hansen. Las técnicas de inyeccion en flujo, son un grupo de técnicas rapidas,
automatizadas, miniaturizadas y de bajo costo para el analisis. Actualmente las

técnicas de flujo caen dentro de cuatro categorias: Inyeccion en flujo (FI),
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inyeccion secuencial (Sl), inyeccién de perlas (Bl) y cromatografia de inyeccién
secuencial (SIC). Ademas existe una vertiente llamada Lab-On-Valve (LOV) este
formato permite reducir la escala de Sl y Bl al intervalo de los microlitros a través
de la integracion y la miniaturizacién. (Ruzicka, FLOW INJECTION ANALYSIS,
2019)

El fundamento de las técnicas de flujo se puede discutir considerando solo
fendmenos de transferencia de masa en tuberias circulares descritos por un
modelos que consideran la relacién entre la dispersion radial y axial, y aseguran
la existencia de un flujo laminar, y por lo tanto una zona bien definida del bolo de
muestra, que produce un gradiente de concentracion a lo largo del bolo.

Existen dos mecanismos que contribuyen a la dispersion del bolo de muestra
inyectado: el transporte por conveccion desarrollado en condiciones de flujo
laminar, que origina un perfil parabdlico; y el transporte por difusion debido a la

formacion de gradientes de concentracion.

Para poder caracterizar la dispersion en un sistema de flujo no segmentado, el
coeficiente de dispersion de Ruzicka es el parametro mas adecuado. Se trata de
una medida directa de la dilucién que sufre el trozo de muestra inyectado cuando
pasa por el detector. La dispersion total del sistema depende de las dispersiones
originadas por el volumen de muestra y los aspectos geométricos del reactor, el

caudal establecido y la dilucidon provocada por la geometria de la celda de flujo.

Cuando ocurre una reaccion quimica hay que considerar aspectos cinéticos en

FIA ya que la medicién se realiza en condiciones de no-equilibrio.

“Una reaccion quimica puede alterar el valor del coeficiente de dispersion en FIA
de dos maneras: a) cuando se mide la propiedad del producto de la reaccion que
se produce en el flujo, que es la situacion habitual; en este caso la contribucion
guimica hace que el valor de la dispersiéon practica disminuya por lo tanto cuanto
mayor sea la velocidad de reaccién menor es la dispersién. b) Cuando se mide la
propiedad de uno de los componentes de la reaccion que desaparece en el flujo

con el tiempo. En este caso la contribucion quimica hace aumentar el valor del
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coeficiente de dispersion. Cuanto mayor sea la velocidad de reaccion mayor es la

dispersion” (Cafizares Macias, 2002)

Los datos que se obtienen del andlisis en flujo son resultado de dos procesos
simultaneos: la dispersién de la muestra y la reaccidén quimica; las técnicas de flujo

se basan en controlar estos procesos.

Al ser sistemas continuos se obtiene una sefial transiente cuyo maximo es la parte
del bolo menos diluida y cuya forma (pico) dependera del tiempo de residencia de
la muestra dentro del sistema. A tiempos cortos no se genera un gradiente y a

tiempos largos hay una alta dispersion y forman picos anchos.

o
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=
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Flupo

Figura 8. Sefal analitica caracteristica de los sistemas de andlisis en flujo (Cafizares

Macias, 2002)

El procesamiento automatizado de muestras, la alta repetibilidad, la adaptabilidad,
la micro-miniaturizacion, la contencién de productos quimicos, la reduccion de
desechos y la economia de reactivos son ventajas que contribuyen a la aplicacion

de las técnicas de flujo.

3.1 FIA (Andlisis por inyeccion en flujo)
FIA se basa en la inyeccion de la muestra dentro de una corriente portadora de un
flujo unidireccional a la que seran agregados los reactivos en un punto de

confluencia. De esta manera se forma un gradiente de concentracion debido a la
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dispersion de la muestra, y la sefial transitoria refleja el gradiente de la zona de
muestra, a medida que pasa por el detector.

En la figura 9 se muestra de manera esquematica el proceso de dispersion para
los sistemas FIA: Se inyecta una muestra en una corriente de solucién portadora
que es impulsada por una bomba peristaltica. La inyeccién de la muestra se
realiza bajo dispersion controlada en volimenes conocidos (A). La solucion
portadora y la muestra luego se encuentran en puntos de mezcla con los reactivos
y reaccionan. El tiempo de reaccion esta controlado por una bomba y una bobina
de reaccién (B). El producto de reaccién luego fluye a través de un detector (C). La
mayoria de las veces, el detector es un espectrofotémetro, ya que las reacciones
suelen producir un producto coloreado. Después de pasar por el detector, la
muestra fluye hacia el desperdicio. (Ruzicka, FLOW INJECTION ANALYSIS,
2019)

Inyeccién Flujo hacia el
< detector

B i Reactivo

C \ Reactivo

Figura 9. La dispersion en FIA: A (Inyeccién de la muestra); B (Reaccion de la muestra con
los reactivos); C (El producto fluye al detector) (Ruzicka, FLOW INJECTION ANALYSIS,
2019).
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Los sistemas FIA de manera general cuentan con:

Sistema de propulsion: Compuesto de bombas, cuya funcion es proporcionar un
flujo constante y reproducible.

Sistema de inyeccién: Permite la insercion de un volumen de muestra definido,
exacto y reproducible a través de valvulas; rotatoria hexagonal para FIA o de
multiposicion para SIA

Sistemas de transporte y reaccion: transportan la corriente pero también sirven de
unién; tubos, conectores, reactores (cuya forma y longitud es en funcion del
tiempo de residencia requerido para que la mezcla de portador muestra y reactivo
se lleve a cabo)

Célula de flujo, que permite la medida continta del analito.

Sistema de deteccion: Las técnicas de analisis en flujo, son muy vérsatiles y se
adaptan a una gran variedad de detectores, sin embargo, para ser adecuados
deben poseer algunos atributos claramente definidos, tales como: bajo nivel de
ruido, respuesta rapida y lineal en un amplio intervalo de concentraciones y alta

sensibilidad.

3.2 SIA (Analisis por inyeccién secuencial)

SIA se basa en la inyeccidn secuencial de la muestra y los reactivos, dentro de
una corriente portadora, seguido de una inversion del flujo que promueve la
mutua dispersion de las zonas inyectadas. El flujo de la corriente portadora es

programado para optimizar el ensayo.

A diferencia de las técnicas en lote donde la mezcla de reactivo y analito es
homogénea e instantdnea, SIA es una técnica que se basa en la dispersion
gradual de la zona de muestra, lo que forma un gradiente de concentracion a

medida que la muestra avanza hacia el detector.
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La respuesta del sistema Sl es el resultado de dos procesos ambos de naturaleza
cinética, el proceso fisico de la dispersion de las zonas de muestra y reactivos, y el

proceso quimico, de formacion de la especie quimica en la interfase de las zonas.

En la figura 10 se muestra el proceso de dispersion en SIA: En SIA ocurren dos
procesos de transferencia de masa que promueven la mezcla de la muestra con
los reactivos, las dispersiones axial y radial. Primero la inyeccion de la muestra (A)
y segundo se inyecta el reactivo (B), el reactivo penetra la zona de la muestra
debido a la dispersién axial a medida que las zonas combinadas se mueven en
flujo “hacia delante” (C). Una vez se invierte el flujo (D), se causa un flujo
turbulento por la aceleracién que promueve la dispersion radial y axial a medida
gue la mezcla de reaccion pasa a través de la tuberia hacia la celda de flujo.
Cuando la mezcla de reaccion llega a la celda de flujo (E), la mezcla ha sido
completada (Ruzicka, FLOW INJECTION ANALYSIS, 2019). Por lo que el
sistema debe construirse de tal manera que se maximice la dispersion radial, se
optimice la dispersion axial (que determina la penetracion de las zonas de
muestras y zonas de reactivos) y se maximice la velocidad de las reacciones

guimicas para lograr una alta frecuencia de muestreo.

28



MUESTRA PRODUCTO REACTIVO DETECTOR

axial

axial

radial

Figura 10. Mezclado por dispersion en SIA: A (Inyeccion de la muestra); B (Inyeccion de
reactivo); C (Dispersion axial);D(Inversion del flujo);E (La mezcla de reaccion fluye hacia el

detector)

Un sistema SIA convencional esta compuesto por una jeringa bidireccional, un
bucle de espera, una valvula de multiposicién convencional, un reactor y un

detector.

La programacion del flujo hace muy versatil esta técnica, pues se puede controlar
todos los parametros desde la inyeccion de la muestra, la dispersion y el tiempo,
todo controlado desde un software, que realiza la reconfiguracion fisica del

sistema
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METODOLOGIA

Instrumentacién y equipo

Balanza analitica

Molino para café Toastmaster modelo 1119

Parrilla de agitacion magnética Thermoscientific modelo SP131635
Centrifuga Hettich zentrifugen D-78532 Tuttlingen

Bomba peristéltica ISMATEC, modelo ISM4408

Detector espectrofotométrico UV-VIS Ocean Optics USB4000
Fuente de luz DT-MINI-2GS

Fibras 6pticas 600 ym de diametro interno y 61 cm de longitud
Celda de flujo @mbar en zeta con paso optico de 10 mm
Valvula de inyeccion de 6 vias Rheodyne

Equipo FIAlabSIChrom

Vortex Maxi Mix Thermoscientific

Cromatografo de liquidos Agilent Technologies 1260 Infinity con detector de

fotodiodos.
Columna Agilent extend-C18, 5 um, 4.6 x 150 mm, Numero de parte 773450-902

Reactivos
Acetato de zinc dihidratado 99% J, T. Baker

Acido acético glacial 99.9% J.T. Baker

Hexacianoferrato de potasio trihidratado 99% Sigma Aldrich
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Reactivo de Folin Ciocalteu (RFC) 2N Sigma Aldrich
NaOH 98% Femont

ACG 95% Sigma Aldrich

Metanol 99% Sigma Aldrich

Acido gélico monohidratado 98% Sigma Aldrich

TPTZ (2, 4. 6-tri (2.piridil)-5-triazina) 99% Sigma Aldrich
Cloruro férrico hexa hidratado 99% Analit

Acido clorhidrico 36.8% J. T. Baker

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

Preparacion de disoluciones
Reactivo de Carrez |: Se disolvieron 24 g de acetato de zinc en 50 mL de agua

destilada, se transfirieron a un matraz volumétrico de 100.0 mL y se agregaron 3

mL de acido aceético glacial, se llevo al aforo con agua destilada.

Reactivo de Carrez Il: Se disolvieron 15 g de hexacianoferrato de potasio en 50
mL de agua destilada, se transfirieron a un matraz volumétrico de 100.0 mL y se

llevé al aforo con agua destilada.

Reactivo de Folin-Ciocalteu 0.2 M; Se midieron 10.0 mL del Reactivo de Folin
Ciocalteu concentrado con pipeta volumétrica y se colocaron en un matraz
volumeétrico de 100.0 mL, se llevé al aforo con agua destilada. Se almacenaron en

un frasco de vidrio ambar.

Hidréxido de sodio 0.5 M: Se pesaron 2.04 g de hidroxido de sodio y se
disolvieron en 50 mL de agua destilada, se transfirieron a un matraz volumétrico

de 100.0 mL y se llevé al aforo con agua destilada.
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Estandar de &cido galico 250 ppm: se pesaron 12.7 mg de acido galico, se
disolvieron con aproximadamente 30 mL de agua destilada, se transfirieron a un

matraz volumétrico de 50.0 mL y se llevo al aforo con agua destilada.

Estandar de acido clorogénico 500 ppm: se pesaron 26.3 mg de acido clorogénico
con 95% de pureza y se disolvieron en 20 mL de metanol, se transfirieron a

matraz volumétrico de 50.0 mL y se llevo al aforo con metanol.

Estandar de Trolox 400 pM: se pesaron 10.32 mg de Trolox, se disolvieron en 10
mL de etanol, se transfirieron a un matraz volumétrico de 100.0 mL y se llevo al

aforo con agua destilada.

Acido clorhidrico 0.005 M: se tomaron 41.5 L de acido clorhidrico concentrado y
se transfirieron a un matraz volumétrico de 100.0 mL con una cama de agua, y se

llevé al aforo con agua destilada.

Acido clorhidrico 0.04 M: se tomaron 333 uL de acido clorhidrico concentrado y se
transfirieron a un matraz volumétrico de 100.0 mL con una cama de agua, y se

llevé al aforo con agua destilada.

Cloruro férrico 20 mM: se pesaron 140 mg de cloruro férrico y se disolvieron en 10
mL de agua se transfirieron a un matraz volumétrico de 25,0 mL y llevé al aforo

con agua destilada.

TPTZ 10 mM: se pesaron 15.7 mg de TPTZ y se disolvieron en acido clorhidrico

0.04 My se llevo al aforo en un matraz volumeétrico de 5.0 mL.

Reactivo de FRAP: se mezclaron HCI 0.005 M, TPTZ uyM y FeClz 20 mM, en
relacion 10:1:1, para preparar 5 mL del reactivo de FRAP al 80%, se tomaron 4 mL
de la mezcla y se llevaron al aforo con agua destilada en un matraz volumétrico de
5.0 mL.

Acido acético 0.2%: se tomaron 0.5 mL de acido acético concentrado y se
colocaron en un matraz volumétrico de 250.0 mL que contenia un poco de agua

destilada y posteriormente se llevaron al aforo.
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Muestras
Se analizaron doce muestras de café tostado provenientes del Estado de Oaxaca,

once de las cuales fueron adquiridas en la Finca Las Nieves y una de la Finca
Brujula. Las muestras pertenecen al género Coffea arabica, de las variedades
Geisha, Bourbon y Marsellesa. Procesadas por un método de beneficiado
diferente (Natural, lavado, honey).

Tabla 4. Muestras de Coffea arabica a analizar

Variedad Método Tipo de café Cddigo
Bourbon honey tostado al 14% BH14
Honey Bourbon honey tostado al 20% BH20
Bourbon honey tostado al 26% BH26
c
S Bourbon lavado tostado al 14% BL14
2
@ Lavado Bourbon lavado tostado al 20% BL20

Bourbon lavado tostado al 26% BL26

Natural Bourbon natural tostado al 14% BN14

Geisha honey tostado en julio al 14 % |GH14JI

Honey
Geisha honey tostado en junio al 14 % |GH14Jn
5
'8 Lavado (Finca Bruajula)| Geisha lavado adicionado con moo GL
Natural Geisha natural tostado al 14% GN14
Marsellesa Honey Marsellesa honey tostado al 14% M

Estrategia experimental
En la figura 11 se muestra la estrategia experimental realizada para determinar los

parametros que se evaluaran en las muestras de café.
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Figura 11.Diagrama de estrategia experimental.

Preparacion de muestras

Tratamiento

Las muestras se molieron por 30 s en un molino para café Toastmaster® modelo
1119; posteriormente de tamizaron, en una malla del numero 40, equivalente a

tamanos de particula menores o iguales a 425 um.

Extraccion
Se tomaron 0.9 g de la muestra molida y se colocaron en 20 mL de agua destilada

a 87°C y se mantuvl en esta temperatura por 5 min con agitacion constante. Se
dej6 enfriar y se filtro, con papel filtro #609 de filtracion lenta, finalmente se coloco

en un matraz volumétrico de 25.0 mL y se llevd al aforo con agua destilada.
Precipitacion de proteinas con reactivos de Carrez

De la disolucion anterior se tomaron 10 mL, se colocaron en un tubo para
centrifuga y se le adicionaron 1 mL del reactivo de Carrez | y 1mL del reactivo de
Carrez Il, después se centrifugd durante 10 minutos a 3000 rpm, pasado este
tiempo, se realizé una filtracion con papel filtro #609 de filtracion lenta, para retirar

los sélidos, el liquido recuperado se llevé a un aforo de 10.0 mL.
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Determinacion de polifenoles totales
Esta determinacion se realiz6 por el método de Folin Ciocalteu acoplado al

sistema FIA; en la figura 12 se muestra la configuracion usada.

Muestra
Detector
espectrof étrico
{730nm})
1 mL/min
0.8
Portador mL/min
©
K
S
| B
RFC 02M | 1 mL/min| F Celda
:- __ | de [ Desechos
_g flujo
]
1]
NaOH 1 mL/min|
0.5M Reactor
B Lampara

UV-VIS

Figura 12. Configuracion Folin Ciocalteu-FIA para la determinacion de polifenoles.

Se usO una bomba peristaltica con cuatro canales para hacer pasar hidroxido de
sodio 0.5 M, RFC 0.2 M y la muestra a través de tuberias tygon de 1.2 mm de
diametro interno (DI) y con flujo de 1 mL/min, y el portador(agua) en tuberias de
tygon de 0.72 mm de diametro interno a un caudal de 0.8 mL/min; hasta puntos de
confluencia donde los reactivos se mezclan y son transportados a un reactor de
100cm de longitud y DI de 0.5 mm para finalmente pasar por un sistema de
deteccion espectrofotométrico de UV-VIS Ocean Optics USB4000 acoplado a una
fuente de luz DT-MINI-2GS a través de fibras 6pticas (600 um de D.l. y 61 cm de
longitud), las cuales registraron la sefial analitica por medio de una celda de flujo
ambar con paso Optico de 10 mm. La lectura se realiza a 730 nm vy el registro se

lleva a cabo con el programa Suite Spectra.
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Determinacion de la capacidad antioxidante
Para determinar la capacidad antioxidante se us6 el método FRAP acoplado al

sistema SIA usando la configuracién implementada en el laboratorio en 2022 que
se muestra en la figura 13.

|

Lampara
uUv-vIs

(-
—
=

Desecho

Bucle de espera

de flujo

Puerio libre

Bom|

Valvula de seguridad

Reactivo FRAP 500 psi

Antioxidante

Soluci6n portadora
Solucién portadora  (H20)
(H0)

Figura 13.Configuracion FRAP-SIA para determinacién de capacidad antioxidante.

Los andlisis de realizaron en las siguientes condiciones:

Las disoluciones fueron analizadas usando el equipo FlIAlabSIChrom, integrado
por una valvula de multiposicion de 8 puertos, un bucle de espera de tuberia
PEEK 0.5mm de DI y una capacidad de 1 mL, un reservorio de disolucion
portadora con capacidad de 4 mL, y una bomba de jeringa. En los puertos 1, 2, 3,
4 y 5 se usaron tuberias de teflon de 0.75 mm de DI y para el puerto 6 de DI de
1.55 mm.

El sistema de deteccién consistio en un espectrofotometro de UV-VIS Ocean
Optics USB4000 acoplado a una fuente de luz DT-MINI-2GS, a través de fibras
Opticas (600 ym de D.l. y 61 cm de longitud), las cuales registraron la sefial
analitica por medio de una celda de flujo ambar en zeta con paso 6ptico de 10

mm.
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La secuencia en que el equipo lleva acabo el analisis es mostrada en la tabla 5.

Tabla 5. Secuencia de aspirado para determinacién de capacidad antioxidante.

Accién Puerto Descripcion Caudal | Direccion | Tiempo
(mL/s) de flujo (s)

Llenado de 6-7 La bomba es llenada | 100 Inverso 15
bomba con el con 1.5 mL de agua
portador destilada.
Aspirado de 3 Se aspira 33 uL de 70 Inverso 0.47
Solucién FRAP solucién FRAP al

bucle de espera.
Aspirado de 4 Se aspira 38 uL del 70 Inverso 0.54
antioxidante antioxidante al bucle

de espera.
Aspirado de 3 Se aspira 33 uL de 70 Inverso 0.47
Solucion FRAP solucion FRAP al

bucle de espera.
Aspirado de 5 Se aspira 110 yLde |50 Inverso 3.2
portador agua al bucle de

espera con 1 s de

espera.
Dispensado 2 Se dispensa 100 uL | 20 Hacia 25
hacia el al detector y se delante
detector espera 20 s.
Dispensado 2 Se dispensa 1614 uL | 35 Hacia 46
hacia el del bucle de espera'y delante
detector la bomba, al

detector.
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Determinacion de acido clorogénico
La cuantificacion de acido clorogénico se realiz6 mediante HPLC-DAD, Agilent

Technologies 1260 infinity, los resultados se procesaron a través del software EZ
Chrom.

Se realiz6 una cromatografia en fase reversa con un gradiente de A (acido acético
0.2%) y B (Metanol), que se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Gradiente de elusion para andlisis cromatografico de 4cido clorogénico.

Tiempo(min) | %A | %B
0 70 | 30
3 70 | 30
5 50 |50
6 50 |50
8 30 |70
10 30 |70

La columna que se uso es una zorbax extend C18 Agilent, 5 um, 4.6x150 mm. Se
inyecté un volumen de 10 uL, a un flujo de 0.5 mL/min y se midi6 a 324 nm

utilizando un detector de arreglo de diodos

Las muestras se filtraron con una jeringa NORM-JECT® de 1 mL, en la cual se
coloco un filtro de acetato de celulosa con un tamafio de particula de 0,45 pm
NALGENE®, se coloco en viales de vidrio Agilent de 2mL, dentro del cual se
coloco un inserto de vidrio de 250 uL donde se depositd la muestra. Los viales
con la muestra se colocaron por unos segundos en un vortex para eliminar

burbujas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Curva de calibracion para polifenoles

Se realizaron dos curvas de calibracion usando dos estdndares uno de &cido
galico en concentraciones de 12.5 a 150 ppm y otro de acido clorogénico en

concentraciones de 15 a 150 ppm.

El registro de las absorbancias se presenta en los fiagramas, para el estandar de
acido gélico en la figura 14 y para el estandar de acido clorogénico en la figura 16.

Las figuras 15 y 17 muestran la representacion grafica de las curvas de calibracion

para los estandares de &cido galico y clorogénico, respectivamente.

2.5 - 150
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=
"

Abs a 730nm
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o
0
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Tiempo (min)

Figura 14.Fiagrama para estandar de acido gélico (ppm)
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Figura 15. Curva de calibracion del estandar de acido galico

Tabla 7. Parametros estadisticos de la curva de calibracion de acido galico

Pendiente

0.0145+0.0001

Ordenada al origen

2.0000E-5+6.3300E-3

RZ

0.9989
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Figura 17. Curva de calibracion para el estandar de acido clorogénico
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Tabla 8. Parametros estadisticos de la curva de calibracion del acido clorogénico

Pendiente

0.0096+0.0001

Ordenada al origen

-0.0041+0.0051

RZ

0.9988

Polifenoles totales en muestras
La cantidad de polifenoles en la muestra se expres6 como miligramos y micro

moles de acido galico por gramo de muestra (mg AG/g y umol AG/ g) o miligramos

y micro moles de &cido clorogénico por gramo de muestra (mg ACG/g y umol

ACG/ g).Los resultados se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Contenido de polifenoles totales en muestras de café, determinado por Folin

Ciocalteu

Muestra mg AG /g pmol mg ACG/g pmol ACG/ g

café AG/ g café café café

Marsellesa 26.50+0.20 | 155.75+1.18 41.43+0.31 | 116.94+0.88
Bourbon natural 14% 23.54+0.26 | 138.35+1.52 36.84+0.40 | 103.97+1.14
Geisha Honey Junio 23.65+0.31 | 139.03+1.81 37.02+0.48 | 104.47+1.35
Geisha Honey Julio 19.21+0.45 | 112,94+2.64 30.09+0.70 84.93+1.97
Geisha lavado 22.92+0.15 | 134.71+0.89 35.86+0.24 | 101.21+0.67
Geisha natural 14% 21.55+0.16 | 126.69+0.96 33.75+0.25 95.26+0.72
Bourbon lavado 26% 24.33+0.12 | 143.01+0.73 38.05+0.19 | 107.39+0.55
Bourbon lavado 20% 25.28+0.14 | 148.58+0.82 39.53+0.22 | 111.56+0.61
Bourbon lavado 14% 25.83+0.10 | 151.82+0.56 40.38+0.15 | 113.97+0.42
Bourbon honey 26% 22.18+0.04 | 130.37+0.22 34.70+0.06 97.94+0.16
Bourbon honey 20% 24.77+0.06 | 145.58+0.36 38.76+0.09 | 109.39+0.27
Bourbon honey 14% 25.15+0.33 | 147.87+1.91 39.37+0.51 | 111.12+1.43

Para polifenoles totales se usaron

encuentra en una gran variedad de

porque es el polifenol mas abundante en el café (Awwad, et al, 2021).

dos estandares: acido galico, porque se

plantas y frutas, y el de acido clorogénico

En ambos estandares el comportamiento es el mismo en las muestras, sin

embargo, se decidié usar los resultados expresados en términos de acido
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clorogénico, para la posterior interpretacion de los resultados; por ser el polifenol

mas abundante en el café.

Curva de calibraciéon para determinar la capacidad antioxidante
Se realiz6 una curva de calibracién usando Trolox, el estdndar antioxidante por

excelencia, comunmente utilizado en la mayoria de los estudios sobre capacidad
antioxidante; en concentraciones de 5 a 120 pM, el registro de las absorbancias se
muestra en el siagrama de la figura 18. La representacion gréfica de la curva se

muestra en la figura 19.
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Figura 18. Siagrama FRAP con estandar Trolox
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Figura 19. Curva de calibracion estandar de Trolox

Tabla 10. ParAmetros estadisticos de la curva de calibracién con estandar Trolox

Pendiente 0.0060+0.0001
Ordenada al origen 0.0106+0.0049
R? 0.9993

Capacidad antioxidante de muestras

La capacidad antioxidante de las muestras fue cuantificada por comparacion con
una curva de calibracion con estandar Trolox y en unidades equivalentes al
estandar. (Benitez-Estrada, et al, 2020); los resultados se expresan como
miligramos y micro moles equivalentes de Trolox por gramo de muestra (mg ETx/g

y umol ETx /g) y se muestran en la tabla 11.
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Tabla 11. Capacidad antioxidante en muestras de café, determinada por FRAP

Muestra mg ETx /g café umol ETx /g café
Marsellesa 21.01+1.40 83.95+5.59
Bourbon natural 14% | 17.60+1.59 70.32+6.34
Geisha Honey Junio 17.33+0.85 69.23+3.41
Geisha Honey Julio 15.48+1.77 61.84+7.07
Geisha lavado 20.11+0.57 80.33+2.27
Geisha natural 14% 16.50+1.13 65.94+4.53
Bourbon lavado 26% | 17.18+0.25 68.63+£1.02
Bourbon lavado 20% | 17.40+0.89 69.51+3.56
Bourbon lavado 14% | 19.70+0.67 78.69+2.67
Bourbon honey 26% | 14.57+1.97 58.22+7.89
Bourbon honey 20% | 16.83+0.91 67.24+3.64
Bourbon honey 14% 19.96+1.12 79.76+4.47

Determinacion de acido clorogénico por HPLC-DAD

Curva de calibracion de acido clorogeénico.

Para la curva de calibracion se us6 acido clorogénico en un intervalo de
concentraciones de 5 a 100 ppm. En la figura 20 se muestra un ejemplo de las
sefales de respuesta para el estandar de acido clorogénico a las distintas

concentraciones, cuya sefial se empieza a apreciar en el minuto 6.25.

45



Z2o

EL - E

¥ &0 ]

Fer

2

D

.

s

Figura 20. Cromatograma de la curva de calibracion con estandar de acido

clorogénico

Ao

Se uso0 el area bajo la curva (ABC) de la respuesta y se construyd una curva de

calibracion cuya representacion grafica se muestra en la figura 21.
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Figura 21. Curva de calibracion para determinacion de acido clorogénico por HPLC-DAD.
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Tabla 12. Pardmetros estadisticos de la curva de calibracion de acido clorogénico.

Pendiente 4.9808E+06+2.0014E+04
Ordenada al origen -5.0048E+06+1.2277E+06
R? 0.9996

Contenido de acido clorogénico en las muestras de café
En la figura 22 se muestra el ejemplo de un cromatograma para la muestra de café

Marsellesa.

i
maL

404

[ 1
. AN - J / M PN
r T - T = : - T r - T : : : :
s

Figura 22. Ejemplo de cromatograma de café Marsellesa. En azul resalta el pico
cromatografico correspondiente al &cido clorogénico.

La cuantificacion de acido clorogénico en las muestras se realizd por interpolaciéon
con la curva de ACG, los resultados se expresan como miligramos y micro moles
de acido clorogénico por gramo de muestra (mg ACG/g y umol ACG/ g) y se
muestran en la tabla 13.
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Tabla 13. Contenido de &cido clorogénico en muestras de café, determinado por HPLC.

Muestra mg ACG/g café | umol ACG/ g café
Marsellesa 7.36+1.83E-03 20.77+0.01
Bourbon natural 14% |5.76+1.17E-02 16.25+0.03
Geisha Honey Junio |6.65+1.19E-02 18.77+0.03
Geisha Honey Julio |6.14+9.72E-03 17.33+0.03
Geisha lavado 6.05+1.22E-03 17.06+0.00
Geisha natural 14% |6.51+2.96E-02 18.37+0.08
Bourbon lavado 26% | 4.37+1.90E-03 12.33+0.01
Bourbon lavado 20% |5.20+3.34E-02 14.69+0.09
Bourbon lavado 14% |5.71+6.23E-03 16.12+0.02
Bourbon honey 26% |5.29+1.66E-02 14.94+0.05
Bourbon honey 20% |6.61+3.08E-02 18.66+0.09
Bourbon honey 14% |7.01+6.45E-02 19.77+0.18

Andlisis de los resultados
Para evaluar el efecto que tienen la variedad, el tipo de beneficiado y el grado de

tostado, en el contenido de polifenoles, acido clorogénico y capacidad antioxidante
del café, se llevo a cabo un andlisis, por medio de ANOVA de un factor, realizadas
en Microsoft Excel. Con el objetivo de determinar como estas tres etapas de la
produccion del café, influyen en los componentes que otorgan un efecto

antioxidante se realizaron los siguientes analisis:

a) Para determinar el efecto de la variedad de café: se usaron las muestras
Marsellesa, Bourbon honey tostado all4% y Geisha honey tostado al 14%
en junio.

b) Para determinar el efecto del tipo de beneficiado de la cereza: se usaron
dos grupos de muestras de las variedades Geisha y Bourbon beneficiadas
de diferentes maneras, el primer grupo: Geisha natural, Geisha lavado y
Geisha honey; el segundo grupo: Bourbon natural tostado al 14%, Bourbon
lavado tostado al 14%, y Bourbon honey tostado al 14%.

c) Para determinar el efecto del grado de tostado se usaron las muestras
Bourbon honey tostados al 14, 40 y 26%, y Bourbon lavado tostados al 14,
20y 26%.
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Para todas los analisis de varianza realizados se considera la hipotesis nula (Ho)
como la igualdad de las muestras y la hipotesis alterna (Hi) como la presencia de

al menos una muestra diferente a las demas.

Posteriormente como prueba post hoc, se realizd la prueba de Bonferroni para
determinar qué muestras eran diferentes. Esta prueba nos permite reducir el error

global y ver diferencias reales entre muestras.

Efecto de la variedad de café en el contenido de polifenoles, acido
clorogénico y capacidad antioxidante de las muestras.
Para este andlisis se usaron muestras de tres variedades, beneficiadas de la

misma manera (honey) y todas tostadas en un 14%. Las muestras que se usaron
para evaluar el efecto de la variedad son Marsellesa (M), Bourbon (BH14) y
Geisha (GHJn).

En la figura 23 se muestra la representaciéon grafica de las muestras analizadas
para evaluar el efecto de la variedad en el contenido de polifenoles totales,
capacidad antioxidante y acido clorogénico.
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Figura 23. Contenido de polifenoles (PT), &cido clorogénico (ACG) y capacidad antioxidante
(CA) en variedades de café marsellesa, bourbon y geisha; usando estandar de 4cido
clorogénico para PT Y ACG y estandar Trolox para CA.
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Las tablas 14, 15 y 16 muestran los resultados de las ANOVA realizadas para

evaluar el efecto de la variedad de café en el contenido de polifenoles totales,

capacidad antioxidante y contenido de acido clorogénico, respectivamente.

Tabla 14. Andlisis de varianza del efecto de la variedad de café en el contenido de

polifenoles totales.

Origen de las Suma de GL | Promedio de | Valor F Valor
variaciones cuadrados cuadrados calculado | critico de F
Entre grupos 48.82448 2 | 24.41224 125.86215 | 3.88529
Dentro de grupos 2.32752 12 | 0.19396

Total 51.15201 14

Tabla 15. Andlisis de varianza del efecto de la variedad de café en la capacidad antioxidante.

Origen de las Suma de GL | Promedio de | Valor F Valor
variaciones cuadrados cuadrados calculado | critico de F
Entre grupos 21.60132 2 10.80066 8.22615 5.14325
Dentro de grupos | 7.87779 6 1.31297

Total 29.47911 8

Tabla 16. Analisis de varianza del efecto de la variedad de café en el contenido de acido

clorogénico.

Origen de las Suma de GL | Promedio de | Valor F Valor
variaciones cuadrados cuadrados calculado | critico de F
Entre grupos 0.75236 2 |0.37618 261.72044 | 5.14325
Dentro de grupos | 0.00862 6 |0.00143

Total 0.76099 8
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Para la tres ANOVAS dado que el valor critico para F es menor al calculado, se
puede decir que hay por lo menos una variedad de café que tiene un contenido de

polifenoles significativamente diferente al resto.

Posteriormente derivado de los resultados de la ANOVA y de encontrar una
diferencia significativa para el contenido de polifenoles, capacidad antioxidante y
acido clorogénico, se procedid a realizar una prueba de Bonferroni para
determinar cudles muestras son estadisticamente diferentes. Los resultados de la

prueba se muestran en la tabla 17.

Tabla 17. Resultado de la prueba de Bonferroni para el efecto de la variedad del café en los
parametros evaluados. Las muestras que comparten la misma letra no son diferentes entre

si, las que tienen una letra diferente son significativamente diferentes.

Parametro
Marsellesa Bourbon Geisha

Variedad de café

Polifenoles totales A B C
Capacidad Antioxidante A AB B
Acido clorogénico A B C

El contenido de polifenoles y acido clorogénico influyen de manera directa en la
capacidad antioxidante de la muestra, dado que el potencial antioxidante de los
alimentos esta directamente relacionado con la presencia de compuestos
bioactivos en la matriz alimentaria. (Benitez-Estrada, et al, 2020), como lo son en
este caso los polifenoles, es decir, entre mayor sea el contenido de polifenoles ,

mayor sera la capacidad antioxidante del café.

De la figura 23y la tabla 17 se puede apreciar que existe una diferencia entre las
tres variedades de café en cuanto al contenido de polifenoles y de acido
clorogénico; de mayor a menor, el contenido en las variedades de café es

Marsellesa, Bourbon, Geisha.
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En la tabla 17 se puede apreciar que la capacidad antioxidante de la variedad
bourbon es similar a la de las variedades geisha y marsellesa, pero es diferente
entre estas Ultimas dos. De la figura 23 se observa que la variedad marsellesa
presenta un mayor efecto antioxidante con respecto a geisha.

Las diferencias en el contenido de polifenoles y acido clorogénico, asi como en la
capacidad antioxidante asociadas a la variedad del café, se deben a que
genéticamente cada variedad es diferente y por lo tanto afecta directamente en la
composicion quimica final de los granos de café verde, y posteriormente durante el
tostado dicha composicién afectara en la cantidad y tipo de productos que se
formaran, aunque también contribuye en gran medida el lugar y condiciones del

cultivo. (Internacional Centro de Comercio, 2022).

De las tres variedades, geisha es la que menos propiedades antioxidantes
presenta; en cuanto a marsellesa y bourbon, si bien el contenido de polifenoles y
acido clorogénico es mayor en Marsellesa, el efecto antioxidante total no difiere
con respecto a Bourbon, por lo que, la eleccién de la variedad de café que se
guiera consumir, se podria inclinar a la variedad Bourbon, debido a que es una de
las que mas dominan en el mercado y esta asociada a una alta calidad de la taza.
Aunque las variedades geisha y marsellesa estan asociadas con mejores
caracteristicas organolépticas en la cata; también es cierto que su costo en el
mercado es superior, debido a que su cultivo requiere algunas condiciones
especificas, y como ya se ha mencionado anteriormente sus caracteristicas

antioxidantes no son excepcionales.

Efecto del tipo de beneficiado de la cereza del café en el contenido de
polifenoles, acido clorogénico y capacidad antioxidante de las muestras.

Para evaluar el efecto del beneficiado en el grano se tomaron muestras de la
variedad Bourbon y Geisha., beneficiados de tres maneras (natural, lavado y
honey) y todos tostados al 14%. El primer andlisis que se realiz6 fue para las

muestras Bourbon natural, Bourbon lavado y Bourbon honey. Posteriormente se
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analizaron las muestras Geisha natural, Geisha lavado y Geisha honey. Esto con
el fin de ver el efecto del beneficiado independientemente de la variedad.

En la figura 24 se muestra la representacion grafica de las muestras analizadas
para evaluar el efecto del beneficiado en la variedad Bourbon, en el contenido de
polifenoles totales, capacidad antioxidante y acido clorogénico.
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Figura 24. Efecto del beneficiado en el contenido de polifenoles (PT), acido
clorogénico(ACG) y capacidad antioxidante (CA) en café bourbon; usando estandar de acido
clorogénico para PT Y ACG y estandar Trolox para CA.

En la tablas 18, 19 y 20 se muestran los resultados de la ANOVA realizadas para
analizar el efecto del tipo de beneficiado en el contenido de polifenoles, capacidad

antioxidante y acido clorogénico, respectivamente, para la variedad Bourbon.

Tabla 18. Efecto del tipo de beneficiado en el contenido de polifenoles totales en la variedad
Bourbon.

Origen de las Suma de GL | Promedio de | Valor F Valor
variaciones cuadrados cuadrados calculado critico de F
Entre grupos 33.35882 2 16.67941 | 113.82010 3.88529
Dentro de grupos 1.75850 | 12 0.14654

Total 35.11732 | 14
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Tabla 19. Efecto del tipo de beneficiado en la capacidad antioxidante para la variedad

Bourbon

Origen de las Suma de GL | Promediode | ValorF Valor
variaciones cuadrados cuadrados calculado critico de F
Entre grupos 10.04500 2 5.02250 3.57185 5.14325
Dentro de grupos 8.43679 6 1.40613

Total 18.48179 8

Tabla 20. Efecto del tipo de beneficiado en el contenido de &cido clorogénico para la

variedad Bourbon

Origen de las Suma de GL | Promedio de | Valor F Valor
variaciones cuadrados cuadrados calculado critico de F
Entre grupos 3.23483 2 161742 | 1117.63511 5.14325
Dentro de grupos 0.00868 6 0.00145

Total 3.24351 8

Con estos resultados se puede concluir que el tipo de beneficiado afecta el

contenido de polifenoles totales y acido clorogénico, dado que el valor F calculado

es mayor al valor critico, habiendo una diferencia significativa en al menos dos de

los procesos; sin embargo, para la capacidad antioxidante el valor critico de F es

mayor al valor calculado, por lo que no existe una diferencia en la capacidad

antioxidante asociada al tipo de beneficiado para la variedad Bourbon.

Posteriormente derivado de los resultados de la ANOVA y de encontrar una

diferencia significativa en el contenido de polifenoles y acido clorogénico, se

procedio a realizar una prueba de Bonferroni para determinar cuales muestras son

estadisticamente diferentes. Los resultados se muestran en la tabla 21.
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Tabla 21. Resultados de la prueba de Bonferroni para el efecto del beneficiado en la variedad
Bourbon. Las muestras que comparten la misma letra no son diferentes entre si, las que

tienen una letra diferente son significativamente diferentes.

Pardmetro
Bourbon natural Bourbon lavado Bourbon honey
Beneficiado
Polifenoles totales A B
Acido clorogénico A A B

De la tabla 21 y la figura 24 se observa que el contenido de polifenoles es
diferente con cada tipo de beneficiado; siendo el método natural el que otorga la
menor cantidad de polifenoles, esto se debe a la simpleza del método, pues el
secado no es uniforme y si bien existe una fermentacion intrinseca en el grano las
condiciones bajo las que se desarrolla no son favorables para la ruptura
enzimatica de las capas en las que se encuentran los compuestos de interés; y en
parte a su dependencia de las condiciones medioambientales, ademas de que en
el despulpado se retiran capas de la cereza que podrian tener compuestos
polifendlicos, lo que deja al grano con pocos polifenoles, que posteriormente se
destruyen durante el tostado.

El método que aporta un mayor contenido de polifenoles es el lavado. El método
honey aporta una menor cantidad de polifenoles que el método lavado, esto tiene
gue ver con las etapas de cada proceso. Por el método honey se queda en el
grano una capa de mucilago rica en azucares que durante el tostado genera
polimeros que no poseen estructuras fendlicas, mientras que por el método lavado
al no existir esa capa se generan productos que conservan la estructura fendlica.
En la tabla 21 se observa que el contenido de acido clorogénico no es diferente
por los métodos natural y lavado, pero si por el método honey. En la figura 24 es
notorio que el beneficiado honey es el que conserva una mayor cantidad de &cido

clorogénico, esto se puede asociar con las capas que no son removidas del grano
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del café y que de alguna manera protegen el &cido clorogénico de las reacciones
en las que pueda llegar a degradarse durante la etapa del tostado.

El segundo andlisis fue para el tipo de beneficiado en la variedad Geisha. En la
figura 25 se muestra la representacion grafica de las muestras analizadas para
evaluar el efecto del grado del beneficiado en la variedad Geisha, en el contenido
de polifenoles totales, capacidad antioxidante y &cido clorogénico.
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Figura 25. Efecto del beneficiado en el contenido de polifenoles (PT) totales, acido
clorogénico (ACG) y capacidad antioxidante (CA) en café geisha. Usando estandar de acido
clorogénico para PT Y ACG y estandar Trolox para CA.

De la figura 25 se observa para la variedad geisha un comportamiento segun lo
esperado en cuanto al contenido de polifenoles, siendo de menor a mayor: natural,
lavado, honey. Esto cambia para la capacidad antioxidante donde el lavado es el
gue tiene un mayor valor esto se debe a que este café proviene de una finca
diferente al resto y fue adicionado con microorganismos, y contrastando con que el
contenido de acido clorogénico es el menor de los tres métodos, se deduce que
este café en particular posee un grupo de compuestos que le otorgan una

capacidad antioxidante superior.
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En la tablas 22, 23 y 24, se muestran los resultados de la ANOVA realizadas para

analizar el efecto del tipo de beneficiado en el contenido de polifenoles, capacidad

antioxidante y acido clorogénico, respectivamente.

Tabla 22. Anédlisis de varianza del efecto del beneficiado en el contenido de polifenoles
totales en la variedad Geisha

Origen de las Suma de GL | Promedio de | Valor F Valor
variaciones cuadrados cuadrados calculado critico de F
Entre grupos 27.37626 2 13.68813 | 117.63972 3.88529
Dentro de grupos 1.39627 | 12 0.11635

Total 28.77253 | 14

Tabla 23. Andlisis de varianza del efecto del beneficiado en la capacidad antioxidante en la

variedad Geisha

Origen de las Suma de GL | Promedio de | Valor F Valor
variaciones cuadrados cuadrados calculado critico de F
Entre grupos 21.3741717 2 10.6870859 13.72956 5.14325
Dentro de grupos | 4.67039647 6 0.77839941

Total 26.0445682 8

Tabla 24. Analisis de varianza del efecto del beneficiado en el contenido de acido
clorogénico en la variedad Geisha

Origen de las Suma de GL | Promedio de | Valor F Valor
variaciones cuadrados cuadrados calculado critico de F
Entre grupos 0.59859 2 0.29929 | 878.63683 5.14325
Dentro de grupos 0.00204 6 0.00034

Total 0.60064 8

Derivado del resultado de las ANOVA realizadas para la variedad Geisha, para el

contenido de polifenoles, capacidad antioxidante y acido clorogénico, dado que el
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valor F calculado es mayor al valor critico de F, se concluye que existe una

diferencia entre al menos dos muestras.

Posteriormente se realiza una prueba de Bonferroni para determinar entre que
muestras de café Geisha existe una diferencia significativa. En la tabla 25 se
muestran los resultados de la prueba.

Tabla 25. Resultados de las pruebas de Bonferroni para evaluar el efecto del beneficiado en
la variedad Geisha. Las muestras que comparten la misma letra no son diferentes entre si,

las que tienen una letra diferente son significativamente diferentes.

Parametro _ _ _
o Geisha natural Geishalavado Geisha honey
Beneficiado
Polifenoles totales A B C
Capacidad antioxidante A B A
Acido clorogénico A B C

De la tabla 25 se aprecia que el contenido de polifenoles y acido clorogénico es
diferente dependiendo del tipo de beneficiado de la cereza, y que la capacidad

antioxidante solo es diferente en el café lavado.

El hecho de que la muestra lavada sea diferente a las demas deja ver del efecto
de la adicién de microorganismos, derivado del metabolismo de microorganismos
cambian las caracteristicas y composicion del grano, a los cuales se les atribuye el

incremento en el efecto antioxidante.

Excepto por la muestra lavada, Geisha presenta un comportamiento similar a

Bourbon en cuanto al efecto del tipo de beneficiado

De los andlisis realizados para ambas variedades se puede decir que el tipo de
beneficiado si afecta la cantidad de polifenoles y &cido clorogénico que se
generan, sin embargo, también se puede notar que no afecta la capacidad
antioxidante, si bien para la variedad geisha podria no ser tan notorio hay que

recordar que geisha lavado ha sido adicionada con microorganismos y proviene de
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un lugar diferente, pero se puede notar que aquellas muestras que fueron
producidas en el mismo lugar y bajo las misma condiciones, no presentan
diferencias.

El contenido de polifenoles, varia debido al tipo de beneficiado, porque el proceso
en si es distinto. Las principales etapas que influyen en la composicién del grano
antes del tostado son: el secado ya sea al sol o en equipos de secado; las capas
gue se le retiran al grano, mientras que el método natural retira varias capas que
pueden contener polifenoles, el método honey deja una capa rica en azucares; y
la fermentacion implicita que cada beneficiado conlleva.

La composicion del grano verde influye en las reacciones que se dan durante el
tostado, definiendo asi la cantidad y tipo de productos que se generaran.
(Cdérdoba Castro & Guerrero Fajardo, 2016).

Las condiciones como la temperatura del aire, la calidad del agua que se usa, la
higiene, el tipo de fermentacion ya sea abierta o cerrada, solida (para el caso del
método natural y honey) o sumergida (para el método lavado) y la cantidad de
sustrato disponible. (Puerta Quintero & Echeverry Molina José Gustavo, 2015),
son factores que impactan el contenido de sustacias antioxidantes en el grano de

café.

Por el método honey se conserva mayor cantidad de acido clorogénico, pues de
alguna manera la capa de mucilago en el grano lo protege de la degradacion

durante el tostado.

Efecto del grado de tostado en el contenido de polifenoles, acido
clorogénico y capacidad antioxidante de las muestras
Para evaluar el efecto del tostado se tomaron muestras de Bourbon honey, y

Bourbon Lavado; tostados en tres diferentes grados: 14%, 20% y 26%. Se
realizaron dos analisis, el primero para las muestras Bourbon honey y el segundo

con las muestras Bourbon lavado, a los distintos grados de tostado.
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En la figura 26 se muestra la representacion grafica de las muestras analizadas
para evaluar el efecto del grado de tostado en el contenido de polifenoles totales,

capacidad antioxidante y acido clorogénico de café bourbon honey.

M Bourbon honey 14% Bourbon honey 20% M Bourbon honey 26%

39.37 38.76
34.70

19.96
20 - 16 83

mg estandar/g café

[
o
1

701 661
5_ -
0

ACG (mg ACG/ g) CA (mgTx/ g) PT (mg ACG/ g)

Figura 26. Efecto del grado de tostado en el contenido de polifenoles (PT) totales, acido
clorogénico (ACG) y capacidad antioxidante (CA) en café bourbon honey; usando estandar
de acido clorogénico para PT Y ACG y estandar Trolox para CA.

En la figura 26 se observa que el contenido de polifenoles, capacidad antioxidante
y acido clorogénico, disminuyen al incrementar el grado de tostado, lo que significa
gue los polifenoles y demas compuestos que contribuyen a la capacidad

antioxidante se degradan por acciéon de la temperatura.

En la tablas 26, 27 y 28 se muestran los resultados de las ANOVA realizadas para

determinar el efecto del grado de tostado en la variedad Bourbon Honey.
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Tabla 26. Andlisis de varianza del efecto del tostado en el contenido de polifenoles totales

en Bourbon Honey

Origen de las Suma de GL | Promedio de Valor F Valor
variaciones cuadrados cuadrados calculado | critico de F
Entre grupos 64.37465 2 32.18733 360.40150 3.88529
Dentro de grupos 1.07172 | 12 0.08931
Total 65.44637 14

Tabla 27. Andlisis de varianza del efecto del tostado en la capacidad antioxidante en

Bourbon Honey

Origen de las Suma de GL | Promedio de | Valor F Valor
variaciones cuadrados cuadrados calculado critico de F
Entre grupos 43.98792 2 21.9939614 | 11.03251 5.14325
Dentro de grupos 11.96135 6 1.99355865

Total 55.94927 8

Tabla 28. Analisis de varianza del efecto del tostado en el contenido de acido clorogénico

en Bourbon Honey

Origen de las Suma de GL | Promedio de | Valor F Valor
variaciones cuadrados cuadrados calculado critico de F
Entre grupos 4.82490 2 2.41245 | 1342.43799 5.14325
Dentro de grupos 0.01078 6 0.00179

Total 4.83568 8

De la ANOVA realizada para evaluar el efecto del tostado en la Bourbon Honey,
podemos observar para el contenido de polifenoles, capacidad antioxidante vy
acido clorogénico que, dado que el valor F calculado es mayor al valor critico,
existe una diferencia significativa para al menos dos muestras, por lo tanto el
grado de tostado si afecta en el contenido de polifenoles, acido clorogénico y

capacidad antioxidante.
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Posteriormente derivado de los resultados de la ANOVA y de encontrar una
diferencia significativa para el contenido de polifenoles, acido clorogénico y
capacidad antioxidante, se procedid a realizar una prueba de Bonferroni para
determinar cuales muestras son estadisticamente diferentes. Los resultados de la
prueba se muestran en la tabla 29.

Tabla 29. Resultados de las pruebas de Bonferroni del efecto del tostado en Bourbon Honey.
Las muestras que comparten la misma letra no son diferentes entre si, las que tienen una

letra diferente son significativamente diferentes.

Parametro Bourbon Bourbon Bourbon
rado de tostado  honey 26% honey 20% honey 14%

Polifenoles totales A B C

Capacidad antioxidante A A B

Acido clorogénico A B

De acuerdo con la tabla 29, el contenido de polifenoles y acido clorogénico es
significativamente diferente, es decir, que el nivel de tostado si afecta de manera
importante en la composicién del grano, esto debido a las diferentes condiciones
de tiempo y temperatura que requiere cada grado de tostado; en cuanto a
capacidad antioxidante no se nota una diferencia entre el tostado al 26% vy el

tostado al 20 %, pero estos si son diferentes al tostado al 14%.

El segundo analisis para evaluar el efecto del grado de tostado, se realizd en
bourbon lavado, En la figura 27 se muestra la representacion grafica de las
muestras analizadas para evaluar el efecto del grado de tostado en el contenido
de polifenoles totales, capacidad antioxidante y acido clorogénico de café bourbon

lavado.
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Figura 27.Efecto del grado de tostado en el contenido de polifenoles totales (PT), acido
clorogénico (ACG) y capacidad antioxidante (CA) en café bourbon lavado; usando estandar
de acido clorogénico para PT Y ACG y estandar Trolox para CA.

En la figura 27 se puede ver que el contenido de polifenoles, acido clorogénico y

capacidad antioxidante disminuyen al aumentar el grado de tostado, en cuanto a

capacidad an

tioxidante la diferencia notable es entre los tostados al 26% y 14%.

En la tablas 30, 31 y 32 se muestran los resultados de las ANOVA realizadas para

determinar el

efecto del grado de tostado en la variedad Bourbon Lavado.

Tabla 30. Andlisis de varianza del efecto del tostado en el contenido de polifenoles totales
en bourbon Lavado

Origen de las Suma de GL | Promedio de | Valor F Valor critico
variaciones cuadrados cuadrados calculado |deF

Entre grupos 13.90969 | 2 6.95485 | 195.32199 3.88529
Dentro de grupos 0.42728 | 12 0.03561

Total 14.33698 | 14
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Tabla 31. Andlisis de varianza del efecto del tostado en la capacidad antioxidante en

Bourbon lavado

Origen de las Suma de GL | Promedio de | ValorF Valor
variaciones cuadrados cuadrados calculado critico de F
Entre grupos 11.67063 2 5.83531825 13.41443 5.14325
Dentro de grupos 2.61002 6 0.43500291

Total 14.28065 8

Tabla 32. Anadlisis de varianza del efecto del tostado en el contenido de acido clorogénico

en Bourbon lavado

Origen de las Suma de GL | Promedio de | Valor F Valor
variaciones cuadrados cuadrados calculado critico de F
Entre grupos 2.75649 2 1.37825 | 3571.73108 5.14325
Dentro de grupos 0.00232 6 0.000386

Total 2.75881 8

De las ANOVAS realizadas para evaluar el efecto del tostado en Bourbon lavado,
podemos observar para todos los parametros que, dado que el valor F calculado
es mayor al valor critico, existe una diferencia significativa para al menos dos
muestras, por lo tanto el grado de tostado afecta en el contenido de polifenoles,

acido clorogénico y capacidad antioxidante.

Posteriormente derivado de los resultados de la ANOVA y de encontrar una
diferencia significativa para el contenido de polifenoles, acido clorogénico y
capacidad antioxidante, se procedié a realizar una prueba de Bonferroni para
determinar cuales muestras son estadisticamente diferentes. Los resultados de la

prueba se muestran en la tabla 33.
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Tabla 33. Resultados de las pruebas de Bonferroni del efecto del tostado en Bourbon lavado
Las muestras que comparten la misma letra no son diferentes entre si, las que tienen una
letra diferente son significativamente diferentes.

Pardmetro Bourbon Bourbon Bourbon
rado de tostado lavado 26% lavado 20% lavado 14%

Polifenoles totales A B

Capacidad antioxidante A AB B

Acido clorogénico A B

En la tabla 33 se aprecia que el contenido de polifenoles y acido clorogénico es
significativamente diferente, es decir, que el nivel de tostado afecta de manera
importante en la composicion del grano, esto debido a las diferentes condiciones
de tiempo y temperatura que se requieren cada grado de tostado; en cuanto a
capacidad antioxidante no se nota una diferencia entre el tostado al 26% vy el
tostado al 20 %, y entre los tostados al 20% vy al 14%, esto es entre niveles de
tostado semejantes, la capacidad antioxidante no se ve afectada, pero cuando la
diferencia entre las condiciones que sufre le grano es mas drastica, se nota esta

diferencia como es el caso los tostados al 26% y el 14%.

Al aumentar el grado de tostado el contenido de polifenoles, se ve disminuido y

con ello la capacidad antioxidante.

Debido a que el grado de tostado depende del tiempo y la temperatura, al
aumentar estos, la degradacion de polifenoles incluido el &cido clorogénico es
mayor, y se puede observar en las figuras 26 y 27, que su contenido disminuye a
medida que aumenta el grado de tostado. Un comportamiento similar se nota en la
capacidad antioxidante, pero para los grados de tostado similares no se observa

diferencia significativa.

Las mdltiples reacciones quimicas que ocurren durante el tostado (reacciones de
Maillard, caramelizacién y degradacién de Strecker, degradacion de polifenoles,
polimerizacién de carbohidratos y pirolisis) que ocurren durante el tostado afectan

la composicién del grano de café, por lo que, al aumentar el tiempo y temperatura
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necesarios para cada nivel de tostado, los polifenoles que tienen una estructura
molecular termolabil se descomponen debido a los procesos de alta temperatura.

El contenido de polifenoles puede variar con el tostado incrementando o
disminuyendo, segun diversos autores, estos resultados contradictorios pueden
ser atribuidos a los diferentes origenes, condiciones climaticas y los diferentes

contenidos de polifenoles en el grano verde. (Dippong, et al, 2022)

Las melanoidinas de bajo peso molecular que se forman durante el tostado
pueden compensar la disminucion de la capacidad antioxidante debida a la
degradacion del acido clorogénico libre. Sin embargo los componentes no
fendlicos de bajo peso molecular tienen poca actividad antioxidante en
comparacion con los compuestos fendlicos, esto indica que los compuestos
fendlicos formados durante el tostado son importantes porque pueden compensar
la disminucion de la capacidad antioxidante, debida a la degradacion progresiva

de compuestos fendlicos al aumentar el tostado. (Liao, et al, 2022)

El tostado es un proceso muy complejo, donde lo que se degrada principalmente
son los azucares y los polifenoles destacando el acido clorogénico; la degradacion
de polifenoles es mayor mientras mayor sea el tiempo y la temperatura del
tostado. (Divis, et al, 2019).
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Tabla 34. Resumen de resultados, los tipos de café se presentan de un mayor a menor
contenido en polifenoles totales, acido clorogénico y capacidad antioxidante, y se
especifica aquellos que no mostraron una diferencia estadisticamente significativa.

Variable Polifenoles totales | Acido clorogénico | Capacidad
] antioxidante
Pardmetro
evaluado
Variedad Marsellesa>bourbon | Marsellesa>bourbon | Marsellesa>geish
> geisha > geisha a; bourbon es
idéntica a las dos
anteriores.
o | Bourbon Lavado>honey>natu | Honey> Todos idénticos.
3 ral natural>lavado
= . Honey>lavado> Honey>natural>lava | Lavado>honey;
o Geisha
s natural do. natural es
) idéntico a honey.
Bourbon | 14%> 20%>26%. 14%>20%>26%. 14%>20%; el
H tostado al 26%
oney S
es idéntico al
-cgd tostado al 20%.
% | Bourb 14%>20%>26%. 14%>20%>26%. 14%>26%; el
© ourbon tostado al 20 %
~ Lavado S
es idéntico a los
tostados al 14%
y 26%
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CONCLUSIONES

Se cuantific6 con éxito el contenido de polifenoles totales, &cido clorogénico y
capacidad antioxidante de Coffea arabica, de variedades Bourbon Geisha y
Marsellesa que pasaron por distinto proceso de beneficiado y en varios grados de
tostado

El contenido de compuestos antioxidantes, en particular los polifenoles totales y el
acido clorogénico, estan estrechamente relacionados con la capacidad
antioxidante que puede ofrecer un grano de café, y esto a su vez se ve afectado
en primera instancia por la variedad de café. En este estudio el café que mayor
efecto antioxidante demostré es la variedad Marsellesa; sin embargo, es decision
del consumidor el tipo de café que desee consumir, pues no solo la variedad, sino
gue también el tipo de beneficiado que recibe la cereza del café y el grado de
tostado, influyen en las caracteristicas del producto final

El método honey es el que permite conservar una mayor cantidad de &cido

clorogénico, aunque no hay el mismo comportamiento para polifenoles totales.

En los métodos de produccion tradicionales entre mayor sea el contenido de
polifenoles, mayor sera la capacidad antioxidante, sin embargo, cuando el método
no es tradicional, ejemplo el café de especialidad en el que se modifica alguna
etapa de proceso para otorgar caracteristicas especificas a la taza de café, se
pueden generar una variedad compuestos no necesariamente fendlicos con una

capacidad antioxidante mayor.
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