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0.1 Resumen

La bebida de café es una de las mas conocidas y consumidas en todo el mundo, no
obstante su popularidad, aun existen algunas de sus propiedades que no han sido
estudiadas, por tal motivo, se investigaron las propiedades antioxidantes del café
percolado (CP) preparado en una cafetera de goteo a la cual se le adicion6 400 mL
de agua, en su filtro se depositaron 24 g de café tostado y molido. El CP fue
recolectado y mantenido caliente (75°C) durante 8 h, en diferentes recipientes de
vidrio a los cuales se les monitore6 y determiné la actividad antioxidante mediante
el ensayo DPPH, FRAP, contenido total de fenoles, indice de pardeamiento y
voltametria. Se encontré que la actividad antioxidante mostré un rapido incremento
durante las primeras horas (1-1.5h). A partir de la segunda hora, los valores de
FRAP, fenoles totales (FT) y cafeina, permanecieron casi constantes, no asi los
valores de DPPH y la capacidad oxidativa (por voltametria), los cuales se vieron
disminuidos, probablemente debido a la oxidacion de los compuestos antioxidantes
por estrés oxidativo inducido por factores ambientales adversos. Se plante6 que
durante el calentamiento del CP, se formaron productos de reacciones de Maillard
(PRM), posiblemente debido a la degradacion de los acidos clorogénicos (ACGS)
gue se complejaron con proteinas/polisacaridos, originando con ello compuestos

antioxidantes, tales como las melanoidinas.



Abstract

Coffee is one of the most well known and consumed beverages worldwide. Despite
its popularity, not all its properties have been studied. So in this work coffee was
brewed (CB) in a standard filter coffeemaker. Four hundred milliliters of water were
put into the coffee maker reservoir, while twenty four grams of ground toasted coffee
grain were put into the paper filter. The coffee brew (CB) was collected in a glass
flask monitored during 8 h for its antioxidant activity, browning index and
voltammetry. The antioxidant activity showed a fast increase during the first 1.0-1.5
h. After about 2 h, the FRAP, TP and caffeine values remained practically constant,
but, the DPPH and oxidative capacity (by voltammetry) values decreased. The latter
results were probably due to the oxidation of the antioxidant compounds due to
environmental stress. It was postulated that Maillard reactions products (MRP) were
formed in the heated CB, probably due to the degradation of chlorogenic acids
(CGAs) that complexed with proteins/polysaccharides, giving way to the formation

of potent antioxidant compounds such as melanoidins.



1 Introduccion

Para el periodo 2018-2019, la produccion de café a nivel mundial se increment6 en
un 3.7%. Sudamérica represento el 47% de la produccién mundial, seguida de Asia
y Oceania con el 29%, América Central y México con el 13% y Africa con el 11%.
En lo que se refiere a las exportaciones, la variedad Arabica fue en aumento; de
70,95 millones de sacos (en el 2018) frente a 70,51 millones en el afio anterior,

presentandose un aumento del 1.8% en esta variedad. (OIC, 2018).

La importancia econdmica del café se debe especialmente a que con sus granos
tostados y molidos se prepara una infusion, una bebida de café, siendo las especies
Arabica (Coffea arabica) y la Robusta (Coffea canephora), las mas utilizadas
(Esquivel et al., 2012).

La bebida de café es una de las mas populares y consumidas en todo el mundo
(Karabudak et al., 2015), esto puede deberse a su distintivo sabor, consecuencia de
Sus precursores: grasa, cafeina, trigonelina, acido clorogénico y sacarosa, donde
esta Ultima juega un papel importante en las reacciones de Maillard (Avelino et al.,
2005). Asi mismo, existen diversas formas para preparar dicha bebida, por ejemplo:
arabe o turco, soluble o instantaneo, expreso, capuchino, moka, émbolo o cafetera

(OIC, 2018) del cual se obtiene la bebida de café percolado.

Se conoce que la bebida de café tiene propiedades estimulantes, debida
principalmente a la cafeina, sin embargo, se han encontrado diversos compuestos
bioactivos con propiedades nutraceuticas, y que pueden prevenir enfermedades,
por lo que se le ha clasificado como una bebida funcional. Si bien la calidad
sensorial de la bebida de café depende de varios factores, como la variedad del

café, también su contenido de sustancias bioactivas, que no solo dependen de dicha



variedad de café sino también de diversos factores como; las condiciones

ambientales y la tecnologia de su procesado, entre otros (Vega et al., 2017).

Anteriores estudios, han demostrado que el consumo habitual de esta bebida de
café puede generar beneficios a la salud reduciendo el riesgo de mortalidad debida
a enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, enfermedad hepética,
asi como enfermedades degenerativas como el Alzheimer y Parkison, ciertos tipos
de cancer y la obesidad. (Karabudak et al., 2015). Esto se debe a que el grano de
café contiene diversos compuestos bioactivos que trascienden a la infusion que se
realiza con él, por ejemplo, el café tiene un alto contenido de acidos fendlicos,
particularmente de acidos clorogénicos (ACGs), que van de 2.3 a 26 g.kg-1
(Ramirez-Velasco et al., 2016), en este sentido es importante sefialar que la
concentracion de ellas depende de la técnica de extraccion utilizada (Vega et al.,
2017), por lo que, si se desea cuantificar la cantidad que se encuentra presente en
una “taza de café”, es importante extraer dichas sustancias a partir de muestras
elaboradas como comunmente se hace la bebida. Por tal motivo, el objetivo de este
estudio fue el de determinar la evolucion de la actividad antioxidante, evaluada por
diferentes métodos, en un café percolado (CP) obtenido usando el método de
filtracion con goteo en una cafetera, provista con un filtro estdndar donde se
depositaron los granos de café previamente tostados y molidos, y cuya infusiéon

obtenida se mantuvo caliente a 75 ° C durante 8 h.



2 Justificacion

La malnutriciobn es una problematica que enfrentan muchos paises en el mundo,
debida, por un lado, a los elevados indices de desnutricion y por otro lado, a las
tasas crecientes de obesidad (OMS. Organizaciéon Mundial de la Salud, 2016).

La obesidad, es una enfermedad no transmisible (ENT) que obedece a diferentes
factores: los genéticos, ambientales y al estilo de vida. La causa fundamental del
sobrepeso y la obesidad es un desequilibrio energético entre las calorias que se
consumen y las que se gastan, ocasionando con ello un aumento en los depdésitos

de grasa corporal y en consecuencia, el aumento de peso (Barquera, 2010).

Como ya se menciond, la obesidad es una enfermedad cuyas causas se pueden
prevenir, pero a pesar de ello es una de las principales enfermedades que pueden
causar la muerte y varios trastornos metabodlicos como; la diabetes tipo 2, la
hipertension, enfermedades del corazon, asi como algunas otras enfermedades
cronicas tales como la osteoartritis y la apnea del suefio (Berenbaum et al., 2013).
De acuerdo a lo reportado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), desde
1975 la obesidad se ha casi triplicado en todo el mundo, ejemplo de ello es que, en
el 2016 habia méas de 340 millones de nifios y adolescentes (individuos entre 5y 19
afos de edad) que tenian sobrepeso u obesidad, mientras que el 39% de las
personas adultas (individuos de 18 o mas afios de edad) presentaban sobrepeso y
el 13% tenian obesidad. Este aumento en el porcentaje de personas que presentan
sobrepeso u obesidad es un fendmeno que esta ocurriendo en todo el mundo, con
excepcion de algunas regiones como Africa subsahariana y Asia ((OMS)
Organizacion Mundial de la Salud , 2017)

México es el segundo pais del mundo con mas personas obesas —solo por detras

de EE UU-y ocupa el sexto lugar en muertes causadas por diabetes. (Pérez, 2015)



Ademas de los factores que ya se han mencionado que pueden provocar la
obesidad y/o sobrepeso, existen estudios epidemiolégicos que reportan una
relacion directa entre el estrés oxidativo y la acumulacién de grasa en el organismo,
debido a que constan evidencias que indican que la oxidacioén de las lipoproteinas
de baja densidad (LDL) son una caracteristica de la aterosclerosis (acumulacién
excesiva de grasa en el interior de las arterias), y estudios posteriores sugieren que
el estrés oxidativo incide sobre los factores de riesgo para desarrollar aterosclerosis
prematura (Keaney et al., 2003). Algunas evidencias proponen que el estrés
oxidativo no solo es una consecuencia, sino que también puede ser un requisito
para la adipogénesis (formacion de tejido graso), en cuyo proceso aumenta el nivel
de especies reactivas de oxigeno (EROs) (Ghavipour et al., 2015). Asi mismo, se
ha reportado una fuerte correlacion positiva entre la magnitud de la adiposidad y los
trastornos que ésta provoca, como la hipertensién, la dislipemia y la intolerancia a
la glucosa (Weisberg et al., 2003).

Para contrarrestar esta situacion, existen alimentos que contienen una diversidad
de moléculas llamadas antioxidantes, los cuales actian sobre los radicales libres
que se encuentran en el organismo, impidiendo que se lleve a cabo la reaccién en
cadena, con lo que se evita que otras moléculas vitales para la célula sean dafiadas
(Oroian et al. 2015). Asi, los antioxidantes eliminan especies reactivas del oxigeno

(EROs), previniendo de esta forma el estrés oxidativo de las células.

Es importante sefialar que el organismo cuenta con moléculas y enzimas (como la
superéxido dismutasa y la catalasa) que exhiben propiedades antioxidantes y que
por lo tanto regulan los niveles de EROs, pero cuando existe una sobre produccién
de éste, la capacidad antioxidante de dichos reguladores fisioldgicos se ve superada
y por ende se genera el estrés oxidativo de las células, es aqui donde la inclusion

de alimentos que contengan sustancias antioxidantes juega un papel importante.



Los antioxidantes de la dieta, incluye a los compuestos polifendlicos que tienen
funciones de proteccion contra el origen y desarrollo de varias enfermedades (la
patogénesis) asociadas con el estrés oxidativo como el cancer, enfermedades
cardiacas y la aterosclerosis. (Ahn et al., 2008). Varias evidencias sugieren que esto
se debe a que estos fitoquimicos (como los compuestos fendlicos), actian sobre los
radicales libres generados por el estrés oxidativo de las células, eliminando dichos
radicales libres, desactivando compuestos con actividad enzimatica y quelando
iones metalicos, sin que los mecanismos de sus efectos sinérgicos se hayan
explicado por completo (Bzducha, 2006). Los fitoquimicos y los flavonoides
provocan efectos beneficiosos y bajos efectos adversos, también tienen algunas
propiedades biologicas que pueden funcionar como sustancias antinflamatorias,
antibacterianas, anticancerigenas y cardioprotectoras (Nabavi et al., 2015). Dentro
de los polifenoles naturales se encuentran los flavoniodes, sustancias de bajo peso
molecular que se encuentran presentes en todas las plantas y que pueden inhibir la
peroxidacion lipidica (la cual deteriora la membrana celular, provocando su muerte),
permeabilidad capilar (el aumento de la permeabilidad capilar se produce cuando
hay inflamacion), agregacion plaguetaria (formacion de coagulos en el interior de
las arterias) y la actividad de los sistemas enziméticos como el de la lipoxigenasa
(Arango et al., 2010).

Por tales motivos, se ha promovido la busqueda de moléculas con propiedades
antioxidantes como potenciales agentes terapéuticos. Asi, a pesar de que existen
en el mercado antioxidantes sintéticos, también existe una creciente preocupacion
por los efectos toxicos que estos producen; lo que refuerza la urgencia de consumir

sustancias antioxidantes menos toxicas (Jimenez et al., 2005).

En este sentido, a pesar de la controversia que existe sobre el consumo de café y
la salud humana, se ha aceptado que la bebida de café, ademas de ser una de las

mas consumidas en todo el mundo por sus efectos fisioldgicos y sus caracteristicas



sensoriales, éstas ultimas debidas principalmente a los productos de las reacciones
de Maillard (PRM) que se realizan durante el proceso de tostado (Nicoli et al., 1997)
y que influyen fuertemente en su aroma y color caracteristico, asi mismo, son una
fuente de compuestos con actividad antioxidante y eliminaciéon de radicales
(Brezova et al., 2009).

Cabe mencionar, que la cafeina y los acidos clorogénicos, son los compuestos mas
abundantes en el café, por lo que se han estudiado, y los resultados de las
investigaciones experimentales sugieren que el consumo de café puede ayudar a
prevenir algunas enfermedades crénicas. Asi mismo, se ha encontrado que el
consumo de café descafeinado reporta similares beneficios con respecto al café
regular, por lo que se sugiere que ademas de la cafeina, otros compuestos
contribuyen a los efectos protectores de la salud (Nieber, 2017). De este modo, el
consumo de la bebida de café, ha cobrado importancia en los ultimos afios debido
a su contenido de sustancias fitoquimicas, considerandose entonces como
importantes protectores para el organismo, de tal forma que incluso se han realizado
estrategias terapéuticas para el manejo de algunas enfermedades (Curti et al.,
2014).

Sin embargo, la composicion de antioxidantes de la bebida de café depende de
varios factores, como por ejemplo: su origen o la variedad del café, la mezcla, el
grado de tostado, la molienda y el proceso de elaboracion, siendo este ultimo, el
paso decisivo en la extraccion de sus compuestos, ya que se ha encontrado que las
concentraciones de varios compuestos quimicos, incluidos los antioxidantes,
presentan diferentes tasas de extraccibn dependiendo de la técnica y las

condiciones de elaboracion que se empleen.

Existen diferentes formas de preparar la bebida de café, pero el obtenido mediante

una cafetera por goteo, es la infusién de café mas popular. En este método, el agua



es calentada aproximadamente entre 92-96°C y es direccionada a través de una
capa de café tostado y molido que se encuentra dispuesto sobre un papel filtro
(Ludwig et al., 2012). EIl extracto gotea de la cdmara de elaboracion hacia un
recipiente (generalmente de vidrio) ubicado sobre una plancha de calentamiento,

gue mantiene caliente la bebida (aproximadamente a 75°C).

Derivado de todo esto, el presente estudio pone de manifiesto la inferencia que tiene
el proceso para elaborar la bebida de café y su continuo calentamiento, sobre su

actividad antioxidante.



3 Objetivos

3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del tratamiento térmico sobre la actividad antioxidante del café

(Coffea arabica L.) percolado y mantenido caliente a 75 ° C durante 8 h.
3.2 Objetivos particulares

e Analizar la evolucion de la actividad antioxidante del café percolado
empleando los ensayos de Fenoles totales, DPPH, FRAP, ATR-FTIR y
Voltametria.

e Determinar el progreso del indice de empardeamiento y el contenido de
cafeina del café percolado.



4 Antecedentes

4.1 Origen del café

Se piensa que el origen del café nativo (no domesticado) fue en Etiopia, aunque la
primera evidencia comprobada de tomar café es del siglo XV, en el Monasterio Sufi
en Yemen. Ya para el siglo XVI se habia difundido al resto del Medio Oriente, el sur
de la India, Persia, Turquia y el norte de Africa. Posteriormente llegd hasta los
Balcanes, Italia y el resto de Europa, a Indonesia y subsecuentemente a América
(Nieber, 2017).

Se dice que, debido a la revolucién haitiana, muchas personas originarias y
emigrantes europeos escaparon a Brasil, llevando consigo el café. En Colombia se
comenzo a plantar por misioneros Jesuitas espafioles, en 1732, y es a partir del
siglo XVIII que comienza a producirse en Ecuador, Venezuela, Pert y Bolivia. Y en
1796 llega a México, en Cordova, Veracruz y posteriormente se extiende su cultivo
hacia el estado de Michoacan (1823) y Chiapas (Figueroa-Hernandez et al., 2015).

Existen aproximadamente 500 especies de café, pero las de mayor produccién y
exportacion son Café ardbica y Café canephora (robusta). Dichas especies
presentan caracteristicas diferentes, comenzando por su lugar de origen: arabica
proviene de tierras altas y zonas montafiosas del este de Etiopia mientras que
robusta procede de las tierras bajas de Africa central y occidental, otras
caracteristicas que las hace ser desiguales son; su apariencia, calidad y sabor
(Jeszka-Skowron et al., 2015).



4.2 Produccion y consumo del café

A nivel mundial, la produccién de café ha ido en ascenso, ya que segun cifras del
Worldwide production of coffee, alcanz6 los 158,6 millones de sacos de 60
kilogramos a partir de 2017/2018, frente a los 148,6 millones de sacos de 60
kilogramos en 2014/2015, estimandose que 2.25 mil millones de tazas de café se

consumen cada dia en todo el mundo (Shahbabdeh, 2019).

Por ello se considera que el café es uno de los cultivos tropicales mas importantes
no solo para los 56 paises productores del Tercer Mundo, sino para Estados Unidos,
Europay Japén, que consumen el 80% del café producido (Moguel & Toledo, 1996).
Con base en el registro del Padron Nacional Cafetalero (PNC), el cultivo del café en
México se desarrolla en 12 estados, 404 municipios, 4 mil 572 localidades, por 510
mil 544 productores y en 675 mil 258 hectareas (AMECAFE-SIAP, 2017).

La produccién de café en México, es considerado como un cultivo estratégico, ya
que emplea a mas de 500,000 productores, distribuidos en 14 entidades federativas
y 480 municipios, formando parte el 0.66% del producto interno bruto (PIB)
(SAGARPA, 2016). Las regiones cafetaleras se concentran en cuatro zonas: las
vertientes del Golfo de México y del Océano Pacifico, la zona Centro-Norte y la del
Soconusco en Chiapas, en el sureste mexicano, que en conjunto abarcan 398
municipios en los 12 estados productores. A continuacion, se detallan dichas zonas:
e Vertiente del Golfo: comprende los estados de San Luis Potosi, Hidalgo,
Puebla, México y Veracruz.
e Vertiente del Océano Pacifico: a esta pertenecen los estados de Colima,
Guerrero, Jalisco, Nayarit y parte de Oaxaca.
e Regidon Soconusco: integrada por una gran proporcion del estado de
Chiapas, destacando la produccion de café organico, el cual es altamente

demandado en los mercados norteamericanos y europeos.



e Regién Centro Norte de Chiapas La caficultura se practica a altitudes que
van desde los 300 hasta casi los 2000 metros sobre el nivel del mar en zonas
que exhiben una gran variedad de climas, suelo y tipos de vegetacion.
(AMECAFE-SIAP, 2017).

En la produccion, el volumen en el mercado es de 87,300 toneladas de consumo
del producto final. EI consumo aparente se estima en 2,529,770 sacos de café
verde. Esta cifra es un punto de referencia para validar el tamafio del mercado de

consumo de café total en México (Euromonitor, 2017).

Fig. 1 Tamafno de mercado de consumo por categoria de café (2016)
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En la actualidad, en México se consume 1.3 Kg de café per capita al afio,
estimandose que en el 2016 el consumo nacional fue de 809.84 mil toneladas y se
estima que para el 2030 pase a 943.32 mil toneladas. Se predice que este
fenbmeno de crecimiento también se presentara en la produccién, pasando de
824.08 a 4,709.35 mil toneladas, para los mismos periodos. Es importante sefialar
que en la actualidad los requerimientos nacionales de café se satisfacen al 100%
(SAGARPA, 2016), como puede observarse en la siguiente figura.

Fig. 2 Satisfaccion de los requerimientos nacionales
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Recientemente, la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA), inform6 que la produccién de café aumento del periodo
2015-2016 al 2017-2018, pasando de 2.2 a 3 millones de sacos, respectivamente,

y se pronostica para el 2019 se produzcan 4.5 millones de sacos de café.
(UNIVERSAL, 2018).

El consumo fuera de casa ha crecido significativamente con el desarrollo de una
cultura de café que impulsaron las cafeterias, por lo que dicho consumo ha crecido
rapidamente, impulsando el crecimiento del café molido en particular. Los menuds
tienen cada vez méas opciones de cafés, aun en restaurantes enfocados en comida.
Se destaca la fuerte expansion de las cafeterias y del café preparado vendido en
tiendas de conveniencia, tendencias que han impulsado el crecimiento y la
evolucion del consumo de café. (Euromonitor, 2017).

Fig. 3 Volumen de café por sector en México en 2016 y su prondstico (toneladas)
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Su consumo esta creciendo, particularmente el del café molido, sea para el hogar o
debido a la expansion de las cafeterias y tiendas con maquinas cafeteras de

despachado rapido.

4.3 Generalidades de la planta de café

Cafeto o café, es el nombre que se le da a un género de arboles pertenecientes a
la familia de las rubiaceas, a sus semillas y a la bebida que se prepara con ellas.
La planta cafeto, es un arbusto pequefio que mide entre 4 y 6 m de altura, con hojas
verdes y ovaladas que terminan en punta y que crecen opuestas y alternas en el
tallo ortotropico y en ramas plagiotrépicas. Después de 6 o 7 meses a partir de que
aparecen sus flores (con corola blanca y formada por cinco pétalos unidos en su
base), se desarrolla el fruto, el cual es una drupa de superficie lisa y brillante, de
pulpa delgada que cambia del color verde al rojo, por lo que se le conoce con el
nombre de cereza, uva o capulin, cubierto por una cascarilla llamada pergamino.
Las semillas son blongas, planas convexas y representan del 35% al 38% del fruto.
(SAGARPA, 2016) (Figueroa-Hernandez et al., 2015).



Fig. 4: Imagen de café cereza y granos de café tostado

Fuente:123RFhttps://es.123rf.com/photo 79300217 caf%C3%A9-planta-de-caf%C3%A9-real-con-frijoles-rojos-sobre-
fondo-de-granos-de-caf%C3%A9-tostado.html

4.4 Dos especies importantes de café: Arabica y Robusta

Como ya se menciond, el café arabico de las tierras altas de Etiopia, es un arbusto
que crece de 2-2.5 m de altura, sus hojas son pequeiias y ovaladas midiendo entre
12 y 15 cm de largo y alrededor de 6 cm de ancho. Sus flores son blancas y sus
frutos ovales que pueden madurar entre 7 y 9 meses, contenido hasta dos semillas

cada uno. Las variedades mas conocidas son: Tipica y Bourbon.

La variedad Robusta, es nativa de los bosques ecuatoriales de Africa. También es
un arbusto pequerio, y a diferencia de la variedad arabica; sus hojas son mas largas
y corrugadas, sus frutos son mas redondeados y tardan hasta 11 meses en
madurar, sus semillas tienen forma alargada y son mas pequeias (Figueroa-
Hernandez et al., 2015).
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Fig. 5: Granos de café Robusta y Arabica
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4.5 Proceso productivo del café

Para el procesamiento del café, es necesario recoger solo los frutos maduros, los
cuales son canalizados hacia unas tolvas que pueden estar fabricadas con cemento,

madera o recubiertas con aluminio.

El despulpado del fruto es el paso siguiente. Este debe realizarse en seco. Por su
parte, la remocion del mucilago tiene como finalidad eliminar el mucilago que
recubre el pergamino haciendo que éste se descomponga y una vez fermentado se
disuelva en agua, lo que facilitara su remocion con agua. Posteriormente, se
procede al secado, el cual se puede realizar de forma natural (secado al sol) o
artificialmente (con secadoras de carboén, gasolina, gas, etc.,) (Federacién Nacional
de Cafeteros de Colombia, 2010)

El proceso de tostado se realiza a una temperatura de 180°C, durante este paso el
vapor del agua y el CO2 generan gran presion dentro del grano, provocando que las

paredes celulares reduzcan su grosor, hasta llegar al punto en que se formen finas
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grietas en la superficie plana del grano. Cuando la temperatura supera los 200°C,
el CO2 escapa rompiendo la estructura celular del grano. Hay pérdida de masa en
forma de agua y de algunos otros compuestos (CO2, CO, acidos volatiles, etc.,), por

lo tanto, pérdida de peso del grano, reduciéndose entre un 12 y 23%.

Fig. 6: Cortes transversales del grano de café antes y después del proceso de tostado
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Como el volumen del grano de café aumenta y existe pérdida de masa
(principalmente debida a el agua que se evapora), disminuye la densidad del café
tras el proceso de tostado. Cabe resaltar que ademas de estos cambios fisicos que
ocurren en el grano del café, también existen cambios quimicos, generandose cerca

de 1,000 compuestos, muchos de los cuales son aromaticos, asi mismo, ocurre el
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obscurecimiento del grano debido a las reacciones de Maillard (formacién de
melanoidinas) (Rodriguez, 2015).

4.6 Productos de las reacciones de Maillar

La reaccion de Maillar corresponde a una reaccion de pardeamiento no enzimatico,
responsable de formar compuestos involucrados en el sabor, color y aroma en los
alimentos, cuando son procesados. Dicha reaccion se encuentra influenciada por
varios factores: temperatura, pH, tipo de reactantes y su concentracion, asi como la
actividad acuosa. (Miranda et al., 2007).

Es importante resaltar que algunos compuestos formados en la reaccion de Maillar,
presentan actividad antioxidante, lo cual ha sido confirmada para algunos productos
alimenticios, como el café, por algunos investigadores como Miranda (2007)
Yanagimoto (2002), quien reporté que varios compuestos heterociclicos que
contienen nitrégeno/o azufre, (formados por la reaccién de Maillard), exhibieron

actividad antioxidante en el café tostado.

Los productos de la reaccion de Maillar (PRM), son muy complejos y corresponden
a una mezcla de compuestos con diferentes pesos moleculares que incluyen
aldehidos, cetonas dicarbonilos, acrilo amidas y aminas heterociclicas, que
contribuyen al sabor. Asi mismo, en los pasos mas avanzados de la reaccion se

forman melanoidinas y productos finales de glicacion avanzada. (Wang et al., 2011).

Las melanoidinas son macromoléculas poliméricas que tienen color y que son el
resultado de las interacciones que existen entre carbohidratos (tipicamente

azucares reductores) y compuestos con un grupo amino libre, como los que se



encuentran en los aminoacidos. El interés por estudiarlas ha proliferado en los
altimos afos, debido a sus propiedades quelantes, antimicrobianas,
antihipertensivas, antimutagénicas y antiradicales. Y a pesar de que su estructura
es quimicamente muy diversa, existen estudios que informan que las que se
encuentran en el café, tienen cargas negativas debidas principalmente a la

presencia de los acidos clorogénicos (Echavarria et al., 2012).

4.7 La obesidad y el estrés oxidativo celular

El estrés oxidativo es consecuencia del desequilibrio que existe entre la produccién
de radicalesy las defensas antioxidantes propias del organismo (Karabudak,et al.,
2015). En este sentido, cabe mencionar que el organismo genera mecanismos
inmunes para hacer frente a los gérmenes que pudieran invadirlo, es asi que el
complejo enziméatico NADPH oxidasa produce EROs, con la finalidad de destruir

dichos microorganismos (Arango et al., 2010).

Las EROs, se caracterizan por ser moléculas con alta reactividad. En este grupo
se encuentran principalmente, el superéxido (O%), el hidroperoxido (H20z2), el radical
hidroxilo (OH), el 6xido nitrico (NO) y el peroxinitrilo (ONOQO"), entre otras.

Como ya se menciond, el organismo requiere de la produccion de estos radicales
libres, pero desgraciadamente en ocasiones, dicho equilibrio se rompe ocasionando
un exceso en la produccion de los radicales libres, provocando dafios en el
organismo, en diferentes niveles (DNA, proteinas, lipidos, etc.,) y a pesar de que el
propio organismo esta provisto de una serie de sistemas de defensa que emplea en
estos casos (como la actividad de la superoxido dismutasa: SOD), en ocasiones
esto no es suficiente. (Valdecantos et al., 2009). Es aqui donde los antioxidantes
juegan un papel importante en el organismo, ya que actuan como “carrofieros”, con

un papel contrario a las EROs (Puntel et al., 2007).



Existen estudios donde se sugiere que la obesidad es acompafiada de un estrés
oxidante cronico en las células y que a su vez éste vincula a dicha enfermedad con
otros trastornos, como por ejemplo la resistencia a la insulina y las patologias
cardiovasculares. Evidencia de esto, es la mostrada en el estudio llevado a cabo
en 3 000 individuos sanos en la provincia de Attica (Grecia), donde se observé una
correlacion negativa entre el riesgo de padecer obesidad y lo arraigado que tienen
los involucrados, en consumir su dieta mediterrdnea, con elevada concentracion de

antioxidantes (Valdecantos et al., 2009).

4.8 Compuestos presentes en el café y los beneficios de tomarlo

Hasta finales de la década de los afios 90°s, se hablaba mas de los riesgos de tomar
café, que de los beneficios de hacerlo (Kamiyama et al., 2015), incluso hace algun
tiempo, se decia que tomar grandes cantidades de café podria provocar
enfermedades hepaticas, sin embargo, derivado de los estudios que se le han
realizado donde se reporta la descripcién de aproximadamente 1,000 fitoquimicos
y el andlisis de los efectos que provoca su consumo en el organismo, fue catalogado
como alimento funcional, ya que se menciona que beber café en cantidades
adecuadas tendra un impacto tanto en el sistema cardiovascular como en el

metabolismo de carbohidratos y lipidos. (Jeszka-Skowron et al., 2015)

Al contrario de lo que se creia anteriormente, las diversas formas de enfermedad
cardiovascular, arritmia o insuficiencia cardiaca parecen no verse afectadas por la

ingesta de café. (Cano-Marquina, 2013).

Si bien el café incluye una mezcla compleja de compuestos, su contenido depende
de la variedad, su tostado y tratamiento que se le dé, ya que cuando los granos de

café verde son tostados a altas temperaturas, sus aminoacidos y carbohidratos



reaccionan produciendo los productos de reaccion de Maillard (PRM), sin embargo,

la cafeina es el compuesto mas conocido e investigado del café (Nieber, 2017).

La cafeina (1,3,7-trimetilxantina) corresponde al grupo de las xantinas, y es el
principal alcaloide presente en los granos de café verde y tostado. La importancia
de este compuesto, radica en que contribuye al sabor amargo de la infusion de café
y al ser consumido, aumenta de manera ligera la secrecion de noradrenalinay a la
vez estimula la actividad neuronal en varias regiones del encéfalo por lo que se
considera que tiene efectos estimulantes sobre el sistema nervioso central
(Sanabria et al., 2017). En la siguiente figura (Fig. 7), se puede observar su

estructura.

Fig. 7 Estructura de la molécula de cafeina
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La concentracion de dicho alcaloide en los granos del café, depende principalmente
de la especie que se trate, por ejemplo; los granos de café verde de Coffea arabica
contienen entre 0.7 y 1.6%, mientras que en los de Coffea canephora, oscila entre

el 1.5y 4.0%. Cabe sefalar que en las preparaciones de la bebida de café se han



identificado otras dos metilxantinas: teobromina (3,7-dimetilxantina) y la teofilina
(1,3-dimetilxantina), sin embrago, posiblemente debido a su baja concentracién, no
se han estudiado a fondo. (Jeszka-Skowron et al., 2015).

Asi mismo, los granos de café verde contienen otras sustancias, consideradas
antioxidantes, tales como: acidos clorogénicos, acidos fendlicos, polifenoles vy
alcaloides; este contenido depende de su origen y especie del que se trate. Las
condiciones del tostado del grano influyen sobre dichos antioxidantes debido a que
éstos se pueden descomponer parcialmente o se pueden unir formado un polimero,
asi mismo, este proceso de tostado provoca la generacion de productos de reaccion
de Maillard (melanoidinas), que tienen una importante actividad antioxidante
(Brezova et al., 2009). Esto ha sido comprobado por Nicoli (1997), cuando
determinaron que la capacidad antioxidante de los granos de café tostado,
superaron a la de los granos de café verde, esto puede ser debido a que durante el
proceso de tostado se desarrollaron reacciones de Maillard conduciendo a la
formacion de reductonas con estructura de enediol, que pueden retardar la taza de
oxidacién de las grasas. Los productos de las reacciones de Maillard (PRM)
también son eficientes como agentes quelantes, reduciendo el hidroperdxido a
productos no radicales.

Los (PRM) son generados durante el proceso del tostado, cuando los granos verdes
de café son calentados a 200-250°C, durante aproximadamente 0.75 a 25min,
dependiendo de las caracteristicas deseadas. Durante dicho proceso, ocurren
cambios fisicos y quimicos en el grano, que incluyen la degradacién térmica de
antioxidantes fendlicos y la generacion de compuestos marrones con sabor, los
referidos PRM. Un punto importante, es que los PRM provenientes de extractos de

café, son los antioxidantes predominantes en el café tostado (Liu et al., 2011).



Existen informes donde se menciona la existencia de mas de 300 compuestos
heterociclicos como; el pirrol, oxazoles, furanos, tiazoles, tiofenos, imidazoles y
pirazinas, en la bebida de café, todos ellos son productos de la reaccion de Maillard,
y responsables de producir sabores a la bebida asi como propiedades con ciertas

actividades antioxidantes (Yanagimoto et al., 2002).

Como ya se menciono, el café contiene grandes concentraciones de polifenoles
como los acidos clorogénicos (Fig. 8), siendo el principal, el &cido cafeoilquinico
(ACQ) el cual presenta tres isdbmeros: 3-, 4- y 5-ACQ de los cuales, éste ultimo es
el mas abundante, y aunque en menores proporciones se encuentran los acidos
feruloilquinico (AFQ), con tres isbmeros: 3-, 4- y 5-AFQ, el acido dicaffeoilquinico
(diIACQ), también con tres isomeros: 3,4-diACQ; 3,5-diIACQ; 4,5-diACQ, acidos p-
cumaroilquinicos (pACoQ) con 3 isémeros (3-, 4-y 5- pACoQ) y los diésteres mixtos
de &cidos cafeoilferuloilquinicos (ACFQ).

Los acidos clorogénicos, pueden transformarse en acidos fendlicos (cafeico,
ferdlico, y restos isoferulicos) y posteriormente en otros metabolitos (acidos
dihidrocaffeico y el acido dihidroferulico). Existen evidencias que ponen de
manifiesto que los acidos clorogénicos actian como antioxidantes y mostraron
actividades hepatoprotectoras, hipoglucemiantes y antivirales. (Sousa et al., 2018)
(Jeszka-Skowron et al., 2015)

Fig. 8 Estructura quimicas de acidos clorogénicos y sus derivados, presentes en el café
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Cabe puntualizar que estos acidos clorogénicos son formados por la esterificacion
de los acidos trans-cinamico y quinico. Si bien es cierto que durante el proceso de
tostado los acidos clorogénicos disminuyen su concentracion, la bebida de café

puede representar hasta 0.5-1.0 g/dia, en aquellas personas que gustan de tomarlo.



Y también, éste acido y la composicion de sus isémeros, contribuyen en la
astringencia, aroma, formacion de pigmentos y sabor de la bebida, debidas a las
reacciones de Maillar que se llevan a cabo durante el tostado del grano (Liang et
al., 2016).

En una taza de café se pueden identificar otros metabolitos como: lactonas,
diterpenos, incluidos cafestol y kahweol, niacina y la trigonelina precursor de la
vitamina B3 (Nieber, 2017). Este alcaloide (trigonelina) se encuentra en el grano de
café verde alcanzando concentraciones de 0.4-1.8% p/p, esta variacion depende
principalmente de la especie de café, el estado de maduracion del grano y del
meétodo de procesamiento aplicado después de su cosecha. Su importancia radica
en que es un precursor importante de los compuestos aromatizados que se forman
durante tostado del café, correlacionandose con la calidad de una taza de café, ya
qgue tiene una contribucion directa en la amargura percibida. Es importante
mencionar que, durante el tostado del grano de café, la concentracion de la
trigonelina disminuye (aproximadamente un 50%) en comparacion con el grano
verde, pero asi mismo se forman otros compuestos como pirazinas, alquilpiridinas,
furanos y pirrol, los cuales también se relacionan con las caracteristicas sensoriales
de la bebida de café (Sousa et al., 2018).

Ademas de los anteriores compuestos, el cafestrol y kahweol, se encuentran
presentes en el aceite de café, y estos compuestos también han demostrado poseer

actividad antioxidante.

Hay poca evidencia de que el consumo moderado de café (3—-4 tazas/dia
proporcionando 300—400 mg/dia de cafeina) en adultos, tenga algun riesgo para la

salud, y algunas evidencias muestran sus beneficios. (Nieber, 2017). Por ejemplo,



se tiene conocimiento de algunos estudios relacionados con las propiedades
antiinflamatorias que provoca el consumo del café. Si bien la inflamacion esta
relacionada con una lesion en el tejido, se sabe que si ésta es prolongada, se puede
contribuir a padecer enfermedades de origen infeccioso y/o enfermedades como la
artritis reumatoide, la gota, enfermedad pulmonar obstructivas cronica , enfisema,
diabetes tipo 1y 2, cancer y varios tipos de enfermedades neurodegenerativas, asi
mismo, la inflamacion esta estrechamente relacionada con el estrés oxidativo de
las células derivado de que muchas células producen especies reactivas de oxigeno
y nitrégeno durante la inflamacién, cuando el complejo enzimético de la NADPH
oxidasa, es activada (como respuesta inmune) generando su producto principal, el

superoxido (Oz2’) y otras especies reactivas del oxigeno (ERO) (Andersen et al.,

2006), encargadas de destruir los gérmenes mediante la fagocitosis, durante el
proceso de estallido respiratorio de las células fagociticas (Arango et al., 2010). En
este sentido, el consumo de antioxidantes ha demostrado que previenen la lesion
del tejido in vivo durante el proceso inflamatorio, por lo que el ingerir café se ha
relacionado con un menor riesgo de muerte atribuido a enfermedades inflamatorias
y cardiovasculares. Estudios experimentales realizados en ratones, han
demostrado que el &cido cafeico inhibe eficientemente la activacion del factor de
transcripcion del factor nuclear B, responsable de la respuesta inflamatoria. Asi
mismo, estudios epidemiolégicos han determinado que el café se asocia con la

reduccion de biomarcadores del estrés oxidativo (Andersen et al., 2006).

Asi mismo, la ingesta de café se encuentra relacionada con una menor incidencia
de diabetes mellitus tipo 2, obesidad, enfermedad cardiovascular y enfermedad
hepatica y brinda proteccion ante una serie de enfermedades degenerativas, como;
el Parkinson y trastornos neuroldgicos, ademas de ciertos tipos de cancer, aunque
su potencialidad como factor de riesgo de provocar osteoporosis, se encuentra en
debate (Karabudak et al., 2015) (Cano-Marquina, 2013).



Parece ser entonces que el consumo de café puede reducir la mortalidad (Cano-
Marquina, 2013).

5 Materiales y Métodos

En la fig. 9, se muestra el diagrama del disefio experimental que se siguio en la

presente investigacion:

Fig. 9 Diagrama del desarrollo experimental
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5.1 Materiales

Para realizar el estudio se emplearon granos de café colombianos de la variedad
Arabica, molidos y tostados, envasados al vacio, los cuales fueron adquiridos en
Wal-Mart (marca de miembro, Wal; lote de produccién 6217; fecha de vencimiento
2018; Ciudad de México, México). Posterior a su compra, fueron almacenados a
temperatura ambiente hasta que se requirieron para la preparacion del café
percolado (CP).

Reactivos: Folin-Ciocalteu, 2-2 difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), 2,4,6-tris (2-piridil) -
s-triazina (TPTZ), 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (trolox) y
estandar de referencia de cafeina (peso molecular 194.19) de Sigma Aldrich
(Toluca, Estado de México, México).

Se adquirieron acetonitrilo, cloruro férrico, solucién tampon de acetato (pH 3,6) y
etanol de J.T. Baker (Naucalpan, Estado de México, México). Todos los reactivos
utilizados fueron grado reactivo ACS.



Cabe sefalar, que toda el agua utilizada en los experimentos fue desionizada.

5.2 Preparacion del café percolado

Con la finalidad de evitar el dafio oxidativo, la bolsa que contenia el café, se abrié

inmediatamente antes de la preparacion del CP.

Para elaborar el CP, se pesaron 24 g de café tostado y molido y se dispusieron en
un filtro de cesta de papel Melita. Se afiadieron 400 ml de agua en una maquina
con filtro (cafetera Black y Dekker). El proceso de extraccion dur6 aproximadamente
7 minutos a una temperatura de 90 °C. La infusion se recibi6é en frascos de vidrio
(10 en total), los cuales se mantuvieron sobre la parrilla de calentamiento a una
temperatura de 75.0 + 3.3 ° C y fueron cubiertos con bolsas de plastico resistente a
altas temperaturas con la finalidad de evitar la evaporacion del agua.

Fig. 10 Muestras de café percolado



Fuente: Elaboracién propia

De esta manera, se extrajo una muestra de CP cada hora desde un matraz de vidrio
diferente, con el fin de minimizar las diferentes condiciones de calentamiento debido

al volumen disminuido de dicho café.

Una vez extraidas, las muestras se enfriaron en un bafo de hielo hasta alcanzar

una temperatura de 3 £ 0,2 ° C para su posterior analisis.

Se midio el pH de las muestras del CP con un pHmetro (Hanna Instruments, modelo

HI 98240, Smithfield, RI, EE. UU.) a una temperatura de 25 ° C.

5.3 Ensayo colorimétrico

Se sigui6 la evolucion del color de las muestras de CP mediante el uso de un
colorimetro Minolta (CR-300, Konica Minolta, Osaka, Japo6n). El equipo se calibré



con un azulejo blanco estandar (L= 97.43, a= 0.01 y b=1.64) y se ajust6 para el

iluminante D65, y un angulo de observacion de 2° para todas las muestras.

Fig. 11 Colorimetro

Se tomaron 10 ml de cada una de las muestras de CP y se colocaron en cajas de

Petri de 5 cm de didmetro. Su color se evalu6 a temperatura ambiente.

Los valores de Hunter L, a, y b corresponden a luminosidad, el indice de verdor (-
a) o enrojecimiento (+ a), y azulado (- b) o amarillez (+ b). También se determingé la

diferencia de color total (AE) de acuerdo con la siguiente ecuacion (Ec.1):

AE = (L, -L) +(a, -a) +(b, b)Y . (1)

El subindice '0' indica los valores iniciales de los parametros L,a,y b.

Adicionalmente, el indice de pardeamiento de las muestras CP fue monitoreado y
registrado usando un espectrofotbmetro (Spectronics Genesys 2 UV/Vis, Spectronic
Unicam, Rochester, NY, EE. UU.) empleando una longitud de onda a 420 nm de
acuerdo con los experimentos previamente realizados por (Liu et al., 2011) y (Lee

et al., 2016). Calibrando el equipo con agua desionizada.

Las muestras de CP fueron preparadas tomando alicuotas de 5ml y llevandolas a

un volumen final de 100ml, con agua desionizada.



5.4 Ensayo antioxidante DPPH

Se midio la actividad de captacién de radicales libres empleando el ensayo con 2,2-
difenil-1- picrylhydrazyl (DPPH) de acuerdo con (Hemalatha et al., 2016). Se mezclo
una alicuota de 250 pL de cada muestra de CP con 250 uL de agua y 3.5 ml de
solucion de DPPH diluido previamente en etanol (23 mg de DPPH/L). La mezcla se
agitd en un vortex y se dejo reposar en la obscuridad durante 30 minutos a

temperatura ambiente.

La absorbancia se determiné a 517 nm (Spectronics Genesys 2 UV / Vis, Spectronic
Unicam, Rochester, NY, EE. UU.) Hasta que la cinética de la reaccion alcanzé una

meseta.

Fig. 12 Espectrofotdmetro, Spectronics Genesys 2

Fuente: Elaboracién propia

La actividad antioxidante se expres6 como el porcentaje de inhibicién (%] ) del

radical libre DPPH, calculado con la siguiente ecuacion:

%l = M %100
Abs,



Donde Abs, y Abs,son la absorbancia de la reaccion de control (sin la muestra) y

de la muestra, respectivamente.

Se obtuvo una curva estandar con concentraciones conocidas de Trolox (0.4-18
ug.uLt etanol) frente a los valores de absorbancia usando DPPH como se describié

anteriormente.

Fig. 13 Prueba de DPPH aplicada a las diferentes muestras de CP

Fuente: Elaboracién propia

5.5 Contenido de fenoles totales

El contenido fendlico total se determind con el reactivo Folin-Ciocalteu de acuerdo
con (Wu et al., 2013). En un tubo de ensaye se colocaron 200 pL de la muestra de
CP y se mezclaron con 250 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu (1 N). En un segundo
paso, se agregaron 1250 uL de una solucion de carbonato de sodio al 20% y 2.3

mL de agua desionizada. Dicha mezcla se agité en un vortex y se dej6 incubar en



obscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente (aproximadamente 20° C).
El cambio en la absorbancia se midi6 a 760 nm.

Para calcular la concentracion de fenoles totales se emple6 una curva estandar
usando Trolox como referencia. Los resultados se expresaron en mg de equivalente

trolox.mL-1.

Fig. 14 Fenoles totales mediante Folin-Ciocalteu: preparacion de la curva estandar usando Trolox como referencia

Fuente: Elaboracién propia

5.6 Capacidad antioxidante total

La capacidad antioxidante total (CAT), se determiné siguiendo el ensayo descrito
por (Guo et al., 2003). El método se basa en la reduccién de un complejo férrico-
tripiridiltriazina en presencia de antioxidantes. El reactivo contenia 2.5 ml de una
solucion 2,4,6-tripiridi-s-triazina (TPTZ) preparada bajo una concentracion de
10mmol/L, mezclada con una solucién de 40mmol/L de HCL méas 25ml de una

solucién buffer preparada con acetato (concentracién 0.3 mol/L) y 5 ml de FeCls



(con concentracion 20mmol/L). Se calenté a 37°C. Cabe sefialar que el reactivo se

preparé recientemente para poderse utilizar de manera inmediata.

Las muestras fueron preparadas mezclando 1800 uL de la solucién FRAP con 100
ML de la muestra y se afiadié agua para alcanzar un volumen final de 4 mL. Dichas
muestras se dejaron incubar durante 10 minutos a 37°C. El resultado de la reaccién

fue medido en un espectrofotometro empleando una longitud de onda de 595 nm.

Se realiz6 una curva estandar con Trolox diluido en etanol, en un intervalo de
concentraciones que van desde los 0.85 pg.uL-1 hasta los 55 pg.uL-1,vs la
absorbancia. Los resultados finales se expresaron en mg.mL-1 de equivalente trolox
(ET).

Fig. 15 Capacidad antioxidante total mediante el ensayo con FRAP: preparacion de la curva estandar usando Trolox como

referencia



Fuente: Elaboracién propia

5.7 Contenido de cafeina

El contenido de cafeina de las muestras de CP, fue determinado empleando la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) de acuerdo con Naegele (2013),
utilizando el equipo Agilent HP 1100 (ver Fig. 16), con muestreador automatico

(modelo 1200 mca, Agilent Technologies, Alemania).

Fig. 16 Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucién (HPLC)



Fuente: Elaboracién propia

El analisis se realiz6 utilizando una columna inversa de Nucleosil 100-5 (Nautilus,
Macherey, Inglaterra) a una temperatura de 25°C. Para el andlisis de la
composicién de las diferentes muestras, se empled una fase movil que consistié en
una mezcla de agua y acetonitrilo en una proporcion 75:25 respectivamente. La
velocidad del flujo fue ajustada a 0.8ml /min, con 76 bares de presion, 5 minutos, y

la disposicion de los diodos se encontraba en una longitud de onda de 273nm.

La curva de calibracion se realiz6 con un estandar de cafeina (Img.mL-1). Se
inyectaron 20 pL de las muestras, determinando la concentracion de cafeina
mediante el calculo del area de los picos de las curvas e interpolando en la curva

estandar. Todos los experimentos se realizaron a 25°C.



5.8 Voltametria

La voltamertria es una técnica electroquimica en la que la informacion cualitativa y
cuantitativa de una especie quimica se obtiene mediante el registro de las curvas
de potencial de corriente realizadas durante su electrolisis en una celda
electroquimica que consta de al menos dos electrodos; uno de los cuales es un
micro electrodo (el electrodo de trabajo) y el otro un electrodo de superficie
relativamente grande (generalmente un electrodo de referencia). El potencial se
aplica entre los dos electrodos de exploracion, es decir, al variarlo a una velocidad
constante en funcion del tiempo. El potencial y la corriente resultante se registran
simultdneamente. La curva de la corriente vs. el potencial obtenido se llama

voltamograma (Alexio, 2003).

De manera particular, la voltametria ciclica es una técnica que se emplea
especialmente en estudios de procesos redox de especies moleculares,
mecanismos de reacciéon, formacién de compuestos intermediarios durante una
reaccion, entre otros, por lo que también es conocida como "espectroscopia
electroguimica"” debido a que los voltamogramas que se obtienen son
caracteristicos y dan informaciéon inequivoca de las propiedades electroquimicas
individuales de los sistemas redox. Actualmente en el laboratorio de voltametria
ciclica se efectian estudios del comportamiento redox de compuestos
organometalicos (Flores et al., 1996) (Elgrishi et al., 2018).

Para realizar esta técnica, las muestras de CP se colocaron en un
Potenciostato/Galvanostato PARSTAT (Princeton Applied Research, Oak Ridge,
TN, USA) modelo 2273 (fig. 17), se utilizo una celda con volumen =50mL equipada
con un sitema Faraday. La configuracion de los arreglos consistié en una celda
tipica (volumen =50mL) dispuesta con tres electrodos: (1) electrodo de referencia
de sulfato saturado (Hg/Hg2SOs [/ K2SOs4), SSE, (E=0.645V/SHE,XR200



Radiémetros), (2) un contraelectrodo de alambre de platino, y (3) una placa de
platino como electrodo de trabajo.

Fig. 17 Potenciostato/Galvanostato PARSTAT

Fuente: Elaboracién propia

Antes de realizar cada uno de las determinaciones, la superficie del electrodo de
trabajo fue pulida usando polvo de alimina (6xido de aluminio: Al203) de la marca
Buehler (con tamafo de grano final de <0.05 um), hasta lograr un acabado de
espejo. Posteriormente, se enjuag6 el electrodo con agua desionizada y fue
colocado en un bafio ultrasénico por especio de 5min. Es importante mencionar
que la celda de reaccién esta equipada con un control de temperatura para
mantener el sistema a 20°C. Para realizar los voltamogramas se emple6 un

potencial de exploracion a 100 mV /s,y de -1.0 a 1.5V, en la direccion anddica.

5.9 Espectroscopia ATR-FTIR

La calidad de un café puede ser determinada por la espectroscopia FTIR ya que

mediante la estimacion del contenido de cafeina, se puede poner en evidencia la



diferencia entre los granos de café defectuoso y los que no lo son, la variedad de la
que proceden, por ejemplo, Arabica o Robusta, asi como la capacidad antioxidante,
sin embargo, el desarrollo de algunos aditamentos, como las celdas atenuadas de
reflectacia total (ATR), proveen un manejo mas simple y a su vez permite que las

muestras se examinen en su estado original (Liang et al., 2016).

Para realizar esta técnica de espectroscopia ATR-FTIR, se hizo necesario secar las
muestras de CP a 37°C en un horno de conveccion (RIOSSA, HCF-41D, Ciudad de
México, México). Los espectros infrarrojos se obtuvieron mediante transformada de
Fourier, empleando un espectrofotometro Perkin Elmer (Spectrum 100 Perkin
Elmer, Waltham, MA, USA) equipado con un accesorio de muestreo ATR universal

de cristal de diamante, en el rango de 4000-400 cm™ (Fig.18)

Fig. 18 Espectofotdmetro Pekin Elmer

Fuente: elaboracién propia

5.10 Analisis estadistico

Los experimentos fueron realizados por triplicado y los datos obtenidos se

reportaron como medias +.D.E. Los resultados de los ensayos realizados al CP,



fueron sometidos al Andlisis de Varianza (ANOVA) empleando el sistema de analisis
estadistico Statgraphics 7 (Estadistica Graphics Corp. Manugistics Inc., Cambridge,
MA). Diferencias significativas entre medias (p< 0.05) fueron detectadas usando la

prueba de Tukey.

6 Resultados y Discusiones

Los valores obtenidos en el andlisis colorimétrico aplicado a las diferentes muestras
del CP se pueden observar en la Tabla 1, donde se pone en evidencia que tanto los
parametros de Hunter (L, a y b) asi como el cambio de color total (AE), mostraron
una afectacion debida al tiempo de calentamiento de las muestras. Asi, puede

verificarse que, dentro de la primera hora, los valores de L, a y b, no mostraron



variaciones significativas, pero al continuar el calentamiento (hasta llegar a las 8hrs),
todos estos valores mostraron una significativa disminucion, lo que provocé que el
AE aumentara. Lo anterior, recae en que la exposicion de las muestras al
calentamiento prolongado, provoc6 cambios en el color del CP. Cabe hacer notar
que, en las ultimas horas del calentamiento experimentado, esto se hizo aun més
evidente y dichos cambios pueden describirse mejor mediante el indice de
obscurecimiento, el cual mostr6 un aumento continuo a medida que el tiempo de
calentamiento se prolongaba. Todos estos resultados sugieren que el
obscurecimiento del CP, podria ser debido a las reacciones de Maillar (RM), donde
el grupo carbonilo electrofilico del azlcar es atacado nucleofilicamente por el grupo
amino libre de un aminoacido, que posteriormente originan una mezcla compleja de
diversos compuestos con diferentes pesos moleculares (productos de las
reacciones de Maillard: PRM), como aldehidos, cetonas, dicarbonilos, acrilamidas y
heterociclicos, aminas, y melanoidinas, estas Uultimas como resultado de la
polimerizacion de los compuestos intermediarios de las RM siendo los productos
finales de glicacion avanzada, los cuales se consideran como productos poliméricos
(polimeros y copolimeros nitrogenados) formados en los pasos avanzados de las
RM, contribuyendo en su conjunto a aumentar el indice de pardeamiento del CP con
el aumento del tiempo de su calentamiento. (Wang et al., 2011) (Echavarria et al.,

2012).

Tabla 1. Parametros de la evolucién del color del café percolado con respecto al tiempo de calentamiento

Tiempo (h) L a b AE Abs (A.U)
0 25.59 +0.01 ¢ 5.70+0.17 * 7.76 £0.02° 0.00+0.00' 0.21+0.03

0.5 25.63+£0.01° 5.63+0.17° 7.72 £0.02° 0.09+0.01' 0.24+0.01’

1 25.97+£0.02a 565+0.11° 7.71 £0.01° 0.394+0.02" 0.41+0.02 '

2 25.43+0.01* 552+0.18° 7.23 +0.01° 0.58+0.03 & 0.46+0.03 "

3 24.33 +0.01 b¢ 5.46+0.16° 6.53 £0.42°¢ 1.78+0.03 f 0.52+0.018

4 23.57 £ 0.01°¢ 535+0.19°¢ 5.36 +0.46¢ 3.16x0.03 ¢ 0.58+0.02

5 22.80+0.01¢ 5.21+0.13 ¢ 4,50 +£0.01° 4.32+0.04 ¢ 0.60+0.02 ¢

6 21.78 +0.01 ¢¢ 475+0.12°¢ 3.75 +0.02f 05.61+0.04 ¢ 0.63+0.01°¢



0.66+0.01°
0.70+0.01°

8.06+0.04 °
9.36+0.05®

3.25+0.11°
2.92+0.138

1.78 +0.018
1.26 +0.01"

7 20.78 +0.02 f
8 19.45 +0.01 "¢

Los valores son el promedio de las muestras analizadas por triplicado + D.E. Superindices con letras diferentes en la misma

columna indican diferencia significativa (p<0.05)

En la tabla 2 se muestra el pH y la evolucion de las propiedades antioxidantes en el
café percolado (CP). Como puede observarse, el pH disminuyd con respecto al
tiempo de calentamiento del CP, lo que indica una mayor actividad de los iones H*.
El incremento de la acidez es una caracteristica del CP madurado, que puede

atribuirsele a los compuestos reducidos.

Tabla 2. Evolucién de las propiedades antioxidantes del café percolado con respecto al tiempo de calentamiento

Tiempo DPPH FRAP X 103 FT X 103 Cafeina

(h) pH (%lI) (mg/mL ET) (mg/mL ET) (mg/mL)
0 5.88+0.03 ° 14.88+0.17 ¢ 1.29+0.02 ¢ 1.0740.01° 0.11+0.01 ¢
0.5 5.82+0.02 ° 15.21+0.09 1.28+0.01°¢ 1.09£0.02 ® 0.11+0.01 b¢
1 5.72+0.03 P 16.30+0.11°¢ 1.30+0.01° 1.09+0.01 ° 0.10£0.01°
2 5.51+0.04 ¢ 16.77+0.178 ° 1.27+0.01 b¢ 1.07+0.01 ¢ 0.110.02 °
3 5.41+0.01 ¢ 16.98+0.16 ° 1.28+0.42° 1.10+0.01 ¢ 0.1240.01°
4 5.32+0.03 9 17.19+0.19 b 1.29+0.46 ° 1.11+0.01°¢ 0.15+0.01 2
5 5.29+0.02 ¢ 17.61+0.13 ® 1.33+0.01 *° 1.12+0.01 ¢ 0.16+0.022
6 5.23+0.04 ¢ 16.400.12 ® 1.39+0.02 ° 1.12+0.01 ¢ 0.15+0.01°2
7 5.09+0.02 f 16.23+0.11°¢ 1.50+0.02 ® 1.16+0.01 0.16+0.012
8 5.02+0.04 & 15.33+0.13 ¢ 1.53+0.01° 1.15+0.01 0.16+0.02 2

FT:Fenoles totales. Se reportan los valores promedio de muestras analizadas por triplicado + D.E. Superindices con letras
diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05)

Es importante mencionar que los diferentes ensayos de actividad antioxidante
dependen fuertemente de las condiciones usadas y de los sustratos o productos
monitoreados. De esta forma, los métodos aplicados pueden llevar a resultados
diferentes. El método DPPH analiza la actividad antirradical que se desarrolla en
medios metanolicos y acuosos, mientras que FRAP estima la capacidad de

reduccion férrica de las muestras (Delgado-Andrade et al., 2005).



Como puede observarse en la Tabla. 2, los valores del ensayo con DPPH mostraron
un rapido aumento en la primera hora de calentamiento y se mantuvieron casi
constantes en las horas posteriores. Por el contrario, en el caso de FRAP se
mantuvo casi constante durante las primeras 4 h, y luego se observd un rapido
aumento de aproximadamente el 25% durante las ultimas 3 h. Por su parte, los
fenoles totales también aumentaron con el tiempo, siguiendo un patrén lineal (R? =

0,92), para lograr un aumento de aproximadamente 8% después de 8 h.

En lo que respecta al contenido de cafeina, se pone en evidencia un aumento
durante las primeras 4 h alcanzando un valor casi constante (alrededor de 0.15
mg.mL-1) y manteniéndose asi durante las siguientes horas. Estos resultados
indican que el oscurecimiento y la astringencia del CP maduro fue causado por un
aumento de la actividad antioxidante. Sin embargo, la actividad antioxidante
ensayada usando diferentes métodos mostré patrones de aumento diferentes. En
general, el desarrollo del color pardo esta relacionado con un aumento de las
propiedades antioxidantes, lo cual podria deberse al aumento de la concentracion
de melanoidinas presentes en el CP (Delgado-Andrade et al., 2005). EI mecanismo
predominante que da lugar a compuestos que poseen actividad antioxidante en la
preparacion de café se debe a las reacciones de Maillard (Nicoli et al., 2004).
Curiosamente, el contenido de cafeina también aumenté de 0.11 a 0.16 mgmL™

durante el tiempo de calentamiento.

Asi mismo, en la Fig.19, se muestra un voltamograma del CP realizado en tres
momentos diferentes. Cabe sefialar al respecto, que el voltamograma del agua, se

empled como blanco. Aqui para abajo

Fig. 19 Voltamperogramas del café percolado, en tres tiempos diferentes. Con fines de comparacion se incluye el
voltamperograma del agua empleada
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La actividad de o6xido-reduccién mostrada por las mediciones de voltametria,
muestran valores superiores para las muestras de CP en comparacion con el blanco
(agua). Donde el CP mostré un amplio pico de oxidacion aproximadamente en el
rango comprendido entre los 0.5 y los 1.0 voltios. Dicha actividad fue debilitada
cuando se invirtié la direccion del potencial, alcanzando un valor de corriente cero
(entre los 0.7 y los 0.75 volts). También se puede observar un pico de reduccion
entre los -0.5 y los 0.0 volts, lo que podria indicar la reduccién de los productos
obtenidos durante la oxidacion de los compuestos del CP. Es de llamar la atencién,
que dicho pico de reduccion estuvo de manera simultdnea, acompafiado por un pico
de oxidacion aproximadamente a -0.5volts, que podria estar evidenciando la
oxidacion de los adsorbatos producidos por la reduccién que se produjo durante el

primer pico de oxidacion y el posterior pico de reduccion.

Asi, el primer pico de oxidacién pone de manifiesto la capacidad de reduccion que
tiene el CP, lo cual puede servir como indicativo adicional de la capacidad
antioxidante que presenta esta bebida. En este sentido, si se considera al CP como
una sustancia que pudiese servir como reservorio de antioxidantes, se podria

cuantificar su capacidad antioxidante como una capacitancia de doble capa, cuyo



valor puede calcularse mediante la integracion de la corriente-potencial, mediante

la siguiente manera:

VT] V)dv

C. = Enmin
- U(Vmax _Vmin )

Donde:
v= velocidad de escaneo
Vmin y Vmax = valores de los voltajes minimo y maximo, respectivamente

Como los picos de oxidacion y reduccion para potenciales negativos, se asociaron
con productos del primer pico de oxidacién, los célculos se limitaron a los valores

con potencial positivo.

Por su parte, la Fig. 20, muestra las variaciones de la capacitancia con respecto al
tiempo de calentamiento al que estuvo sometido el CP. En esta figura, puede
observarse que la capacitancia mostré6 un rapido aumento en la primer hora,
obteniendo su valor maximo poco después de la segunda hora, y posterior a este
tiempo, se observa una depreciacion gradual de los valores registrados. Este
fenémeno de incremento en los valores obtenidos y posterior disminucién, coincide
con los reportados en el ensayo con el DPPH (tabla 2), sin embargo, esto no se

presenta con el FRAP ni en Fenoles totales.

Fig. 20 Capacitancia eléctrica estimada por integracion en el primer pico de oxidacion
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Con el objetivo de obtener un analisis cualitativo sobre los principales grupos
funcionales que contiene el CP, se realiz6 el andlisis de ATR-FTIR, los resultados
obtenidos se muestran en la fig. 21, donde se pueden observar tres patrones de
FTIR evaluados en tres muestras de CP dejadas a diferentes tiempos de exposicion
de calentamiento (0, 2 y 8 horas). En la imagen se puede apreciar, las bandas de
absorcion correspondientes a los grupos funcionales contenidos en el CP. Cabe
aclarar que el significado de los picos de transmitancia, estan descritos en otro
documento (Liu et al., 2015). El pico observado a 2855y 1778 cm-1, corresponde
a estiramientos simétricos ocurridos entre los enlaces C-H, en cadenas alifaticas y
a vibraciones del grupo carbonilo (C=0) en los ésteres alifaticos (Lyman et al.,
2003).

Fig. 21 FTIR del café percolado correspondiente a tres diferentes tiempos de calentamiento
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Asi mismo, en esta imagen se puede observar que las tres bandas disminuyeron
con forme aumenté el tiempo de calentamiento, lo que puede estar relacionado con
los lipidos presentes en el CP. Por su parte, la banda que corresponde a los 1660
cm-1, puede deberse a vibraciones entre C=C de los lipidos y &cidos grasos. En
este sentido, las reacciones de Maillard que se llevan a cabo en el CP, provocaron
una disminucién de los lipidos detectables con las mediciones de FTIR. Otro punto
importante, son las bandas ubicadas en 1114, 1265y 1378 cm-1, las cuales pueden
ser atribuidas a los &cidos clorogénicos (CGAS), ya que éstos son ésteres formados
a partir del &cido quinico y residuos de ciertos acidos tras-cinamicos, como por
ejemplo el caféico, p-cumarico y el ferulico (Clifford et al., 2008). Es de llamar la
atencion, que los valores relativos observados en estas bandas disminuyeron con
el paso del tiempo, ya que se ha sugerido que las reacciones de obscurecimiento
en el CP, degradan los acidos clorogénicos, algo similar a lo que ocurre en los
granos de café verde cuando son sometidos al proceso de tostado; la actividad

antioxidante se incrementa, sin embargo, el contenido de acidos clorogénicos,



particularmente de los acidos cafeoilquinicos (CQAS), se ve disminuido (Kamiyama
et al.,, 2015) . De acuerdo con lo anteriormente expuesto, parece que el aumento
de la actividad antioxidante puesta en evidencia por los ensayos de DPPH, FRAP y
el contenido de cafeina, puede explicarse a partir de la degradacion de los acidos
clorogénicos. Asi mismo, el decremento de la actividad antioxidante detectada
mediante DPPH y voltametria, podrian reflejar la degradacion oxidativa del CP
cuando entré en contacto con el oxigeno presente en el medio ambiente, esto se
puede observar en los resultados obtenidos por voltametria, mostrados en la Fig.1,
donde la maxima actividad antioxidante se tiene dentro de las 1-1.5horas después

de haber preparado el CP.



7 Conclusiones

Los resultados del presente trabajo pusieron en evidencia que cuando el CP se
mantuvo caliente a 75°C, aumentd su actividad antioxidante, probablemente esto
se deba a la degradacion de los &cidos clorogénicos (ACGs) que formaron
complejos con las proteinas/carbohidratos presentes en el CP, con lo que se
formaron potentes compuestos antioxidantes, como las melanoidinas. Sin
embargo, la formacion de estos antioxidantes compitié con la oxidacion de dichos

compuestos inducida por las condiciones ambientales
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9 Anexos

Tabla 3 Valores de Absorbancia obtenidos en el ensayo DPPH, para la elaboarcion de la curva estandar



DPPH (CURVA ESTANDAR CON TROLOX)

TROLOX [ug/ml] |  ABS(517nm)  |PROMEDIO | %INHIBICION

0.4 0.658 0.659 0.657 0.6575 8.891

0.8 0.649 0.649 0.647 0.648 10.208

1.2 0.626 0.625 0.625 0.6255 13.326

3 0599 0597 0.6 0.5995 16.928

6 0.498 0.499 0.498 0.498 30.993

8 0416 0415 0.415 0.4155 42.425

10 0.288 0.285 0.288 0.288 60.092

15 0112 0116 0.115 0.1135 84.273

18 0.03 0.033 0.041 0.0355 95.081
CONTROL 0.727 0725 0713  0.72166667

Fig. 22 Curva estandar para la determinacion de la captacion de radicales libres con DPPH y Trolox
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Tabla 4 Valores de Absorbancia obtenidos en el ensayo de Fenoles Totales, para la elaboarcion de la curva

estandar

FENOLES TOTALES (CURVA ESTANDAR CON TROLOX) |




TROLOX [pg/ml] ‘ Abs (760nm) | Promedios
0 0.006 0.009 0.007 0.0073
5 0.024 0.029 0.026 0.0263
10 0.063 0.071 0.067 0.0670
15 0.113 0.114 0.113 0.1133
25 0.199 0.201 0.201 0.2003
30 0.254 0.252 0.253 0.2530
40 0.37 0.352 0.358 0.3600
45 0.423 0.421 0422 0.4220

Fig. 23 Curva estandar para la dterminacion de Fenoles Totales, empleando Follin-Cioucalteu y Trolox

FENOLES TOTALES (curva estandar con Trolox)

0.4500

y =0.0094x - 0.018 ®

0.4000 >
R?=0.991 ..
o

0.3500
0.3000
0.2500 s )

0.2000 et

ABS (nm)

0.1500
0.1000
0.0500

0.0000 @ ="
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

-0.0500 ,
CONCENTRACION TROLOX [pg/mL]

Tabla 5 Valores de Absorbancia obtenidos en el ensayo de FRAP, para la elaboarcion de la curva estandar

FRAP (CURVA ESTANDAR CON TROLOX)




TROLOX [ug/ml] ‘ Abs (595nm) ‘ Promedios
0.85 0.052 0.051 0.052 0.0517

1.5 0.099 0.101 o0.101 0.1003

5 0.181 0.182 0.179 0.1807

10 0.331 0.33 0.328 0.3297

25 0.652 0.651 0.651 0.6513

35 0.912 0.914 0.915 0.9137

45 1.212 1.212 1.21 1.2113

55 1.523 1521 1.521 1.5217

Fig. 24 Curva estandar para la determinacion de Capacidad antioxidante Total, empleando FRAP
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Fig. 25 Cromatograma con HPLC del estandar de cafeina
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Tabla 6 Valores calculados de las areas de los picos a partir de los cromatogramas de HPLC

CAFEINA [mg/ml] | Area del pico (AU)

0.05 0.124
0.1 0.269
0.15 0.438
0.2 0.597
0.25 0.726

Fig. 26 Curva estandar para la determinacion del contenido de cafeina
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Abstract

Coffee brew (CB) was prepared using a standard filter coffeemaker (24 g of ground roasted coffee, 400 mL of water). The glass
flask containing CB was maintained in the coffeemaker hot-plate at 75 OC. The antioxidant activity was monitored and assayed
during 8 h by means of DPPH, FRAP, total phenols content, browning index and voltammetry. Antioxidant activity showed a
fast increase during the first 1.0-1.5 h. Heating times longer than about 2 h produced nearly constant values for FRAP, total
phenols and caffeine contents, but DPPH and oxidative capacity by voltammetry decreased probably due to the oxidation of
antioxidant compounds by oxidative stress induced by adverse environmental factors. It was postulated that Maillard reactions
products were formed in the heated CB, probably due to the degradation of chlorogenic acids (CGAs) that complexed with
proteins/polysaccharides, giving way to potent antioxidants compounds such as melanoidins.

Keywords: coffee brew, heating time, antioxidant activity, Maillard reactions products

Resumen

Se prepar6 café (CB) con una cafetera de goteo estandar (24 g de café tostado molido, 400 mL de agua). El recipiente de vidrio
conteniendo CB se mantuvo sobre la placa caliente de la cafetera a una temperatura de 75 °C. Se monitoreé y determind la
actividad antioxidante durante 8 h por medio de DPPH, FRAP, contenido total de fenoles, indice de pardeamiento y voltametria.
La actividad antioxidante mostré un rdpido incremento durante las primeras 1.0-1.5 h. Un calentamiento de aproximadamente 2
h o mas produjo valores casi constantes de FRAP, fenoles totales y cafeina, pero DPPH y la capacidad oxidativa por voltametria
disminuyeron, probablemente debido a la oxidacién de los compuestos antioxidantes por estrés oxidativo inducido por factores
ambientales adversos. Se postul6 que se formaron productos de reacciones de Maillard en el café caliente, probablemente debido
a la degradacién de los 4cidos clorogénicos (CGAs) que se complejaron con proteinas/polisacdridos, dando origen a potentes
compuestos antioxidantes tales como las melanoidinas.

Palabras clave: caté percolado, tiempo de calentamiento, actividad antioxidante, productos de reacciones de Maillard.

and cardiovascular diseases (Andersen et al., 2006),
and to reduced incidence of diabetes and liver disease
(Cano-Marquina et al., 2013). Coffee has a high
content of phenolic acids, particularly of chlorogenic
acids (CGAs), with CGAs contents ranging from
23 to 26 gkg™! (Ramirez-Velasco et al., 2016).
Maillard reaction products (MRPs) are the prevailing
antioxidants in roasted coffee. The antioxidant action

1 Introduction

World coffee consumption was of approx. 9.08 million
metric tons in 2015/2016 (ICO, 2016). Besides its
sensorial properties, brewed coffee is an important
source of antioxidants, which play an important role

as health protecting factors (Nicoli er al., 1997;
Brezova et al., 2009; Nieber, 2017). For instance,
consumption of coffee brew (CB) has been linked
to reduced risk of death attributed to inflammatory

associated with roasted MRPs involved hydrogen
atom transfer and single electron transfer mechanisms
(Liu and Kitts, 2011). However, high chain-breaking
and oxygen consumption activities do not increase
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