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RESUMEN

Antecedentes: Los antioxidantes se han convertido en uno de los conceptos comerciales de mayor impacto
en el mercado de los alimentos funcionales; sin embargo, su declaracién resulta ser un tema controvertido
entre los entes regulatorios a nivel global debido a la complejidad que comprende demostrar la presencia y
bioactividad de éstos en un alimento. En este contexto, investigaciones recientes en el café han atribuido
propiedades antioxidantes a su bebida. Objetivo: El objetivo de este estudio fue determinar por métodos
in-vitro que las bebidas de café contienen sustancias fendlicas, las cuales pueden actuar como antioxidantes,
y evaluar como su bioactividad puede variar en el tiempo. Métodos: Se evaluaron 48 productos de café
en dos tiempos de almacenamiento, a saber, al inicio y al final de la vida util del producto, determinando
su contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante por captura de los radicales ABTS (2,2’ -azi-
no- bis-(3-etil benzotiazolin -6- sulfonato de amonio) y DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo); ademas,
se determiné por FRAP la actividad reductora del hierro férrico con el fin de establecer el contenido de
fenoles antioxidantes a declarar en la etiqueta. Resultados: El contenido de polifenoles antioxidantes fue
diferente segtin el tipo de café, los cafés tostados presentaron 328,61 + 31.35 mg Equivalentes de Acido
Gilico por cada 100 mL de bebida y los cafés solubles 297,17 = 68.48. Los resultados obtenidos por los
métodos de ABTS, DPPH y FRAP mostraron, por medio de un anilisis de componentes principales,
que éstos se correlacionan entre s y que el tiempo de almacenamiento tiene efecto sobre la actividad
antioxidante de los productos. Se evalu6 la actividad antioxidante ex-vivo en una bebida de café tostado y
en otra de café soluble mediante el ensayo de peroxidacién lipidica de la Lipoproteina de Baja Densidad
(LDL), logrindose evidenciar que estas evitaron la oxidacién de la LDL, conforme los contenidos ante-
riores. Conclusiones: Con los resultados obtenidos se determin la especificacién para la declaracién
del contenido de sustancias antioxidantes en los productos de café. Con este estudio se mostré que estos
métodos de andlisis podrian ser considerados para demostrar la bioactividad de los productos de café y
su estabilidad en el tiempo.
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ABSTRACT

Background: Antioxidants have been one of the commercial concepts with highest impact in functional
food market; however, their statement turns out a controversial topic among regulatory agencies world-
wide, due to the complexity involved in demonstrating the presence and bioactivity of these antioxidants
in the food. In this context, recent researches have attributed antioxidant properties to coffee beverages.
Objectives: The aim of this work was to determine by in-vitro methods that coffee beverages contain
phenolic substances, which may act as antioxidants, as well as evaluate how this activity can vary over time.
Methods: 48 Coftee products were evaluated at two storage time conditions, namely, at the beginning
and the end of their shelf life, determining the total phenolic content and their antioxidant activity by
ABTS (radical capture of 2, 2 “-azino-bis-(3-ethyl benzotiazolin -6 - ammonium sulfonate) and DPPH
(Capture the radical 2,2-diphenyl-1-picrilhidracilo); FRAP was also determined to know the ferric iron
reducing activity. The objective of the above was to establish the content of phenolic antioxidant to be
declared on the label. Results: The content of antioxidant polyphenols was different depending on the
coffee type; the content was 328.61 = 31.35 and 297.17 + 68.48 mg gallic acid equivalents per 100 mL
of beverage in roasted and soluble coffees respectively. The results obtained by the methods of ABTS,
DPPH and FRAP showed through a principal components analysis that they are correlated with each
other and that the storage time has an effect on the antioxidant activity of the products. Additionally,
the ex-vivo antioxidant capacity was evaluated on two samples, roasted and soluble coffee beverages by
the lipid peroxidation assay of the Low Density Lipoprotein (LDL); it was found that coffee beverages
prevent the LDL oxidation, according to the results of polyphenols contents. Conclusions: The results
allowed establishing the specifications of the content of antioxidants in coffee products to be declared
on the label. This study shows that with these analysis methods the bioactivity of coffee products and its
stability over time can be demonstrated.

Keywords: Coffee, total phenolics, antioxidant, shelf life.

INTRODUCCION antioxidantes en los alimentos, debido a lo complejo
que resulta demostrar su presencia y bioactividad
en ellos (5). En los dltimos afos, las investigacio-
nes han propuesto al café como un alimento con
caracteristicas antioxidantes por su contenido de
sustancias fendlicas y la bio-actividad que estas po-

seen; ademds, se han publicado numerosos estudios

El café es el segundo producto bisico a nivel
mundial después del petrdleo con un consumo de
138,9 millones de sacos para el 2012, de los cuales
5,4 millones fueron producidos en Colombia de
la variedad ardbiga, la cual es apreciada como café

suave con excelentes caracteristicas sensoriales. En
los dltimos afios las investigaciones le han atribuido
propiedades antioxidantes al café (1-4). Las tenden-
cias del mercado de café han permitido que el 3% de
los lanzamientos en el 2011 hayan sido bajo el con-
cepto de funcionales, lo cual ha generado también el
aumento en el niimero de investigaciones y patentes
en el mundo. Muchas de las investigaciones se han
enfocado en el desarrollo de técnicas y comproba-
ci6n de las propiedades funcionales de los alimentos;
sin embargo, en un nimero menor se han publicado
investigaciones relacionadas con la estabilidad de
las sustancias activas presentes en los productos
de café, ya que por lo general este pardmetro es
tijado por la pérdida de caracteristicas sensoriales
o de calidad microbiolégica del producto. A nivel
mundial se ha dado una controversia entre los entes
regulatorios en cuanto a la declaracién de sustancias

de caracterizacién de las propiedades antioxidantes
del caté por métodos in-vitro, ex-vivo ¢ in-vivo, asi
como la identificacién de las sustancias activas en
la bebida (2-4, 6-9). El contenido de fenoles totales
en una bebida de café con un volumen de 200 mL
puede estar entre 200 y 500 mg, de los cuales 70
a 350 mg corresponden a acidos clorogénicos (10),
identificados como las sustancias responsables de
la actividad antioxidante y que se relacionan con la
proteccién de macromoléculas y la inhibicién de la
peroxidacion lipidica, hecho que permite minimizar
el riesgo de desencadenar enfermedades cardiovas-
culares (11-13).

Si bien existen publicaciones relativas a los be-
neficios del consumo de bebidas de café, no se han
encontrado investigaciones que permitan determi-
nar la estabilidad de las sustancias antioxidantes en
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los productos de café bajo condiciones de comer-
cializacién, pues la mayorifa desarrollan los anilisis
sobre los alimentos frescos e incluso bajo rigurosos
protocolos de almacenamiento a bajas temperaturas
que eviten la oxidacién de los componentes activos
que van a ser objeto de la declaracién en el etique-
tado. No obstante, los organismos de regulacién
exigen estudios de estabilidad de las sustancias a
declarar en la etiqueta puesto que las proclamas
rotuladas deben ser veraces durante toda la vida
util del alimento (5).

El objetivo de este estudio fue caracterizar las
propiedades antioxidantes en diferentes productos
de café encontrados en el mercado colombiano,
determinando el contenido de sustancias fendlicas
y evaluando la actividad antioxidante por medio de
los métodos de captura de los radicales ABTS (2,2
-azino- bis-(3-etil benzotiazolin -6- sulfonato de
amonio) y DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo);
ademis, se analizd la actividad reductora del hierro
térrico / poder férrico por FRAP. Estos métodos
han sido reportados ampliamente en la bibliografia
(2, 4, 6, 14-16). Los productos para analisis fueron
seleccionados de acuerdo a las fechas de produccién
de tal forma que se tuvieron recién producidos y
proximos a la fecha de caducidad, con el fin de
determinar el contenido total de antioxidantes que
puede ser declarado como parte de la composicién
garantizada del producto después de haber pasado
por la cadena logistica de distribucion.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de las muestras

La produccién de café a nivel industrial comien-
za con la adecuacién del grano, el cual consiste en
los procesos de recoleccién, despulpe, separacién 'y
trillado. Una vez el grano de café es apto para pro-
cesamiento pasa a la primera etapa industrial donde
es tostado por medio de diversas curvas de tueste,
en las cuales se involucran variables como tiempo
y temperatura para obtener un grado de tueste que
corresponde a un perfil de taza.

Posteriormente, el caté tostado y molido es
alimentado a la planta de extraccién en la cual se
realiza la separacién de los sélidos insolubles y
solubles del café, los cuales se extraen por medio
del control de variables como temperatura, presion
y carga de café molido. Una vez es obtenido el ex-
tracto de café (mezcla de agua y sélidos solubles de

café), conteniendo un 80% de agua, se concentra por
medio de evaporacién o crio-concentracién hasta
eliminar un 50% de ésta, para finalmente someter
el extracto al proceso de secado que puede ser en
un sistema de atomizacién mediante la evaporacién
del agua o mediante el proceso de liofilizacién para
obtener el producto seco y soluble.

Considerando esta descripcién del procesamien-
to del caté y las variables que intervienen en éste, se
tomo los criterios para clasificacion de las muestras.
Se seleccioné en total 48 productos de café, de los
cuales 28 correspondian a cafés tostados y molidos
y otros 20 a cafés solubles. Los tostados y molidos
tueron de Caté Aribigo Colombiano y clasificados
en dos calidades de materia prima denominada café
tipo mezcla (R) o Café tipo Excelso (E) y clasifi-
cados en 4 grados de tueste siendo el mis claro (1)
y (4) el mis oscuro, denominado tipo espresso. De
los cafés solubles se seleccioné 20 productos que
cubrieran diferentes presentaciones comerciales de
acuerdo a caracteristicas de procesamiento: cafés
secados por atomizacién (polvo) con cafeina natu-
ral (P) y descafeinado (PD), aglomerados (AGL),
cafés liofilizados (LIO) y café soluble tipo espresso
(CSESP).

Para todos los productos se consiguié productos
recién producidos (inferior a 1 mes) y cercanos al
cumplimiento de su vida til (segiin lo establecido
por el fabricante en el empaque), estos fueron deno-
minados como T0y T1, respectivamente. En la tabla
1 se muestra la descripcion detallada de las muestras
analizadas y en la tabla 2 los resultados analiticos.

Tabla 1. Descripcién de los productos de café analizados.

Denomi-
nacién

Café

Descripcion de la muestra

Tipo de

Café tostado de grado de tueste 1y café tipo mezcla | CTGIR

Café tostado de grado de tueste 2 y caté tipo mezcla | CTG2R

Café tostado de grado de tueste 3 y café tipo mezcla | CTG3R

Café tostado de grado de tueste 1y café tipo excelso| CTG1E

CTG2E

Cafés Tostados

Café tostado de grado de tueste 2y café tipo excelso

Café tostado de grado de tueste 3 y café tipo excelso| CTG3E

Café tostado de grado de tueste 4 y café tipo excelso | CTG4E

Café soluble secado por atomizacién (Polvo) CSp

Café soluble secado por atomizacién descafeinado CSPD

Café soluble Aglomerado CSAGL

CSESP

Cafés solubles

Café soluble Espresso

Café soluble Liofilizado CSLIO
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Preparacion de las muestras

Cada producto se evalué preparando las bebidas
de acuerdo a las recomendaciones de la etiqueta,
en el caso de los cafés tostados se pesé 30 gramos 'y
fueron preparados en una cafetera doméstica SA-
MURAI Café City 12 con 500 mL de agua potable,
sometido a una extracciéon durante 7 minutos.

Las bebidas de café soluble fueron preparadas
con 1,5 gramos de producto al que se le adicion6
100 mL de agua a 90°C. Cada producto fue prepa-
rado por duplicado y se realizé 4 réplicas para cada
analisis.

Después de preparadas las bebidas, se dejaron
enfriar a temperatura ambiente, se pesé la bebida
(en cafés tostados) y se determiné el contenido de
solidos solubles de café con un refractémetro RE50
(Mettler Toledo, Colombus, USA).

Se tomé una alicuota de cada bebida y se deter-
mind el contenido de compuestos fendlicos por el
método de Folin-Ciocalteau y se evaltio la capacidad
para estabilizar radicales libres por los métodos de
ABTS (radical 2,2’ -azino- bis-(3-etil benzotiazolin
-6- sulfonato de amonio) y DPPH (Captura del ra-
dical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo). Ademais se eva-
lué la actividad reductora del hierro férrico/poder
antioxidante por el método de FRAP. Estas técnicas,
excepto el método de Folin-Ciocalteau, siguen un
mecanismo de transferencia de electrones para eva-
luar la actividad antioxidante de los extractos; todas
fueron estandarizadasy se validé los parimetros de
especificidad, repetibilidad y linealidad. Finalmente,
se evalud también la actividad antioxidante por un
método ex-vivo, evaluando la capacidad de inhibir
la oxidacién inducida de la LDL (Low Density
Lipoprotein) obtenida de plasma humano.

Contenido de fenoles totales

La capacidad reductora de las bebidas de café
fue determinada siguiendo el método de Folin—Cio-
calteau con ligeras modificaciones publicadas por
Singlenton (17). Se tomé una alicuota de la bebida
en una dilucién 1:10 v/v con agua Milli-Q, luego se
adiciond el reactivo de Folin—Ciocalteau, se agito
y después de 2 minutos se adicioné 400 L de una
solucién de carbonato de sodio al 9.9%. Pasados 60
minutos de incubacién en oscuridad se determind la
absorbancia de la muestra en un espectrofotémetro
UV-VIS Biomate 3S (Thermo Fisher Scientific,
Madison, USA) a 765 nm. La absorbancia de la
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muestra fue comparada contra una curva de dcido
gilico (AG) usado como referencia, los resultados
fueron expresados en miligramos equivalentes de

AG por 100 mL de bebida de café.

Ensayo de la actividad captadora de radicales
libres por el método ABTS

La actividad antioxidante fue realizada con el
radical ABTS™ (2,2’ -azino- bis-(3-etil benzotia-
zolin -6- sulfonato de amonio) siguiendo el proce-
dimiento descrito por varios autores (6, 8, 18) con
algunas modificaciones de Floegel ef al., 2011 (19).
En primer lugar, se diluyé la bebida preparada en
un rango de 30-50%, luego se tomaron 10 uL de
esta dilucién y se adicionaron 990 uL de la solucién
del radical catiénico ABTS"™, y se incubaron en la
oscuridad por 30 minutos a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo se determing la absorban-
cia de la muestra a una longitud de onda de A =732
nm en un espectrofotémetro UV-VIS Biomate 3S
(Thermo Fisher Scientific, Madison, USA); ésta
se comparé contra la absorbancia del antioxidante
de referencia (Trolox, andlogo soluble en agua de
la vitamina E) en un rango de concentracién de 5 a
10 mM. Los resultados se expresaron como valo-
res TEAC (Capacidad Antioxidante Equivalente a
Trolox, por sus siglas en inglés).

Actividad reductora del hierro férrico/poder
antioxidante (Ensayo FRAP)

Para el ensayo de FRAP se siguié el método
referenciado por Cao et al., 2011 (4) y Vignoli et al.,
1998 (20), con algunas modificaciones reportadas
por Moreira et al., 2005 (21). Se tom6 100 uL de
la muestra y se mezcl6 con 900 uL de solucién 10
mM de 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina (TPTZ) y
20 mM de cloruro férrico FeCl,.6H,O en buffer
de acetato de sodio 300mM a pH=3.6. La mues-
tra se incubd en la oscuridad por 60 minutos y se
monitored la absorbancia en un espectrofotémetro
UV-VIS Thermo Scientific Biomate 3S (Thermo
Fisher Scientific, Madison, USA) aA = 593 nm. Las
absorbancias obtenidas fueron interpoladas en una
curva de calibracién construida con dcido ascérbi-
co (Sigma-Aldrich, Saint Louis Mo, USA) como
estindar, en los rangos de concentracién de 100
-1000 M. La actividad de las muestras en estudio
se expresaron como valor FRAP (umol equivalente

de Acido ascérbico (AA)/ 100 mL de bebida).
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Ensayo de estabilizacion del radical 2,2-difenil-
1-picrilhidracilo (DPPH)

El ensayo se fundamenta en la disminucién de
la absorbancia de soluciones del radical DPPH?®,
como consecuencia de la donacién de un electrén
por un compuesto con poder antioxidante (4, 18,
19). Para este ensayo se tomaron 10 uL de la be-
bida diluida y se le adicionaron 990 uL de radical
2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH?®), se incub6
en oscuridad por 30 minutos y se monitoreé la
absorbancia a 517 nm en un espectrofotémetro
UV-VIS Biomate 3S (Thermo Fisher Scientific,
Madison, USA), para compararse con la curva de
calibracién de Trolox que se construyé en un rango
de concentracién de 0,1 a 100 uM. Los resultados
fueron expresados como valores uMol equivalentes
de Trolox por 100 mL de bebida.

Método ex-vivo: TBARS para determinar la
peroxidacién lipidica en LDL

Se tomaron 1,66 g de la bebida de café y se dilu-
yeron hasta 100 mL con agua a 90°C. Las muestras
se centrifugaron a 4000 rpm por 15 minutos a 4°C
y fueron diluidas en agua destilada en proporciones
de 1/10, 1/100 y 1/1000. Como control positivo
de inhibicién de la oxidacién se empleé Butil hi-
droxitolueno (BHT) a 1 mg/mL. Para evaluar la
inhibicién de la peroxidacién lipidica se utiliz6 el
método TBARS (Sustancias Reactivas con el Aci-
do Tiobarbitirico, por sus siglas en inglés), el cual
mide la generacién de productos de degradacién en
una matriz grasa sometida a oxidacién (22). En este
caso, se evalud la inhibicion de la oxidacién de la
LDL por considerarse un marcador caracteristico
de estrés oxidativo relacionado con la aparicién de
enfermedades cardiovasculares (22). La LDL fue
aislada de plasma humano por ultra-centrifugacion,
aplicando gradiente discontinuo de densidad en
un equipo Beckman XL-100 con rotor SW-55T1y
tubos ultraclear de 5 mL. (Ted Wilsona).

Oxidacién controlada de LDL'

El efecto protector del extracto de café a dilucio-
nes 1/10; 1/100; 1/1000 sobre la LDL nativa (nLDL)
sometida a oxidacién fue realizado siguiendo el
procedimiento propuesto por Tu ef al., 2007 (23)
con algunas modificaciones; lanLDL (500ug/mL)

1 El ensayo de la LDL fue realizado en las instalaciones de Sede
de Investigaciones Universitarias (SIU) de la Universidad de
Antioquia, siguiendo los lineamientos éticos para la obtencién
de la LDL humana con la firma del consentimiento informado
por parte del donante.

fue pre-tratada con cada una de las muestras por 15
minutos, seguidamente se adicioné a la mezcla el
agente oxidante sulfato de cobre CuSO, (100 uM)
y se continué con incubacién a 37°C durante 90
minutos. La oxidacién se detuvo por la adicién de 25
wL de una solucién 1% de EDTA y por enfriamiento
en un bafo de hielo durante 15 minutos.

Movilidad Electroforética Relativa (MER)

El dafio de la fraccién proteica de la nLDL por
la oxidacién (oxLDL) se evalué cualitativamente
a través de la MER de su apolipoproteina B100
modificada (ApoB100), utilizando electroforesis en
gel de agarosa (120 V por 1 hora) y Sudan Black B
como agente revelador de las bandas.

TBARS

Las especies reactivas del dcido tiobarbittrico
fueron medidas espectrofotométricamente. Para
esto, se adiciond a la mezcla de reaccién 1 mL de
una solucién que contiene 0.67% de TBA (Acido
Tiobarbittrico), 15 % TCA (Acido Tricloroacético)
y 0.1N de HCI. El croméforo es formado con calen-
tamiento a 95°C. Las lecturas de tres experimentos
independientes fueron realizadas a 532 nmy los re-
sultados son expresados en uM de malondialdehido
(MDA), usando una curva de estindar.

Métodos Estadisticos

Todos los datos fueron analizados con el soft-
ware MINITAB V14. A los datos se les aplicé
Anilisis de Componentes Principales (PCA) para
la caracterizacién de las muestras y se obtuvo la
matriz de correlacién de Pearson para relacionar las
variables. Para fijar la especificacién del contenido
de sustancias fendlicas al final del tiempo de vida
atil, que podria ser considerado para colocar en una
etiqueta, se realizé Anilisis de Varianza (ANOVA)
y niveles de confianza del 95% para la media para
los cafés tostados y los solubles.

RESULTADOS

Métodos para caracterizar la actividad antio-
xidante de las bebidas

Para la caracterizacién de la actividad antioxidan-
te, a los resultados de Fenoles, ABTS, DPPH y FRAP
se les aplicé un Anilisis de Componentes Principales
(PCA) y se identificé la correlacién entre el conte-
nido de fenoles y la actividad antioxidante. Los dos
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primeros componentes (CP1y CP2) explicaron el
80,2% de la variabilidad total. E1 CP1 determind la
clasificacién por el tiempo de almacenamiento de los
productos, lo cual implicé una clara diferenciacién
en las muestras analizadas, clasificindolas en dos
grupos, uno correspondiente al TO y el otro al T1;
sin diferenciarse por el tipo de reaccién que siga
el método de actividad antioxidante. En la Figura
1-A) se puede observar que el contenido de Fenoles
presenta una correlacién moderada con los otros
métodos ABTS, FRAPY DPPH, pero débil con el
tiempo. Esta correlacién es calculada por medio de
una matriz de correlacién (r = 0,534; r = 0,564;r =
0,557). Por el contrario, el método ABTS present6
una correlacién moderada con el tiempo (r = 0,613).

2)

Componente Principal 2: 18,1%

04 03 02 01 00 01 02 03 04 05
Componente Principal 1: 62%

2 Tiermpo
H H . 0
N .: =
'
g N L i A
E] - +% LR
o = R
g - | .
g |
= e TN Loomemee o " - __
£ " v§ | b 8 v
o r I
2 - i
g - i
§ [
;- "
Q
Q
ey
'
; -
2 :
4 <] 2 1 0 1 2 3 4

Componente Principal 1 :62,0%

Figura 1. Anilisis de componentes principales de la
actividad antioxidante en los productos de café.

Los resultados en la Figura 1- A) permiten
afirmar que el método ABTS es mis sensible a
los cambios en la actividad antioxidante debido al
almacenamiento; esto se debe probablemente a que
los componentes responsables de la actividad antio-
xidante que son detectados por este método son los
mis susceptibles de sufrir dafio a través del tiempo.

Especificacion del contenido de sustancias
fendlicas antioxidantes en café

Con el objetivo de definir la especificacion del
contenido de sustancias fendlicas antioxidantes en el
producto, se realizaron varias pruebas ANOVA con
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los resultados obtenidos para cada muestra, deter-
minando si los productos evaluados eran iguales o se
podrian agrupar por categorias. El resultado arrojé
que hay diferencia estadisticamente significativa
entre las muestras de cafés tostados y molidos versus
las muestras de cafés solubles (Valor - p = 0,00);
por tanto se definid la especificacién por separado.

Cafés tostados

Para el contenido de fenoles en las bebidas de
catés tostado se encontré que hay diferencia estadis-
ticamente significativa (Valor - p=0,00) para el pro-
ducto (materia prima y grado de tueste) y el tiempo
de almacenamiento, en concordancia con algunas
investigaciones que han publicado que el grado de
tueste tiene efecto en la actividad antioxidante del
café (4); estas diferencias probablemente se refieren
a muestras frescas en las cuales no se ha evaluado
el cambio debido al tiempo de almacenamiento du-
rante el cual se pueden dar reacciones que generen
compuestos de tipo fendlico que si bien son positivos
para el método de Folin-Ciocalteau, no aportan a
la actividad antioxidante de la bebida. Los métodos
ABTS, DPPH y FRAP, que determinan la actividad
antioxidante, mostraron en el andlisis de varianza
una diferencia estadisticamente significativa por
efecto del tiempo.

Para determinar el contenido de sustancias
fendlicas a ser declarado se calculé un nivel de
confianza para la media de cada variable con una
confiabilidad del 95%.

El contenido de sustancias fendlicas en los
productos tostados estd en el rango de 322,80 a
334,42 mg equivalentes de dcido géilico/ 100 mL de
bebida. En la tabla 2 se presentan los resultados de
capacidad antioxidante para cada tipo de producto
en los tiempos 0y 1, y en la tabla 3 se presenta el
resumen estadistico.

Cafés solubles

Alos datos de cafés solubles se aplicé anilisis de
varianza ANOVA y se encontrd, con una confianza
del 95%, que hay diferencia estadisticamente signifi-
cativa (Valor-p = 0) en los resultados del contenido
de Fenoles Totales, ABTS, DPPH y FRAP por
efecto del tiempo, y se puede observar en la tabla 3.

Aligual que para los cafés tostados, se calcul el
nivel de confianza del 95% para la media, encon-
trando que el contenido de sustancias fendlicas estd
en un rango de 282.16 a 312.18 mg equivalentes
de 4cido gilico/100 mL de bebida. En Ia tabla 3 se
puede observar el resumen de los datos estadisticos.
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Tabla 2. Resumen de los resultados obtenidos para cada producto segtin el tiempo de andlisis con su respectiva
media y desviacién estdndar.

Fenoles ABTS DPPH TEAC FRAP
Tipo de (mg /100 mpy | @M Tl::l’;‘”‘/ 100 Mol 100 ml) | (uMol/ 100 mi)
producto PRODUCTO TIEMPO n
Media s Media s Media s Media s

CTGIR 0 8 333.26 0.91 5202.60 68.00] 3513.80 0.00| 5542.00 3.28)

1 8 305.04 0.29]  3296.20 66.40] 2150.00] 320.00[ 5526.70 2.09)

CTGR 0 8 396.62 7.99| 5322.90 99.00] 2469.00] 177.80[ 5671.60f 140.40

1 8 339.48 1.94]  3342.00 50.80[ 1946.00 10.00[ 6191.10[  130.50

CTGR 0 8 344.63 15.16] 4817.30 100.50| 2459.30] 143.50| 4412.30 26.40)

»n 1 8 302.39 13.31| 2705.80 160.20[ 120520 43.30| 4417.90 13.50
é) CTGIE 0 8 315.24 0.30[ 4579.00] 1030.00] 2760.00] 409.00| 6184.10[ 150.70
g 1 8 304.60 20.20| 2760.00 108.80| 1331.80 43.00[ 5333.00[ 489.00)
= CTQE 0 8 330.96 0.58 4581.00] 1052.00] 3334.00] 230.20[ 6445.90 69.40
1 8 323.90 29.40| 3014.60 22.30| 2724.60 80.40] 5529.00] 361.00

CTGE 0 8 358.47 12.68  4966.00 96.10]  2739.20 82.30] 5049.60 10.30

1 8 304.77 8.33] 3099.50 94.30] 1883.60 75.80] 5577.80 52.20

CTG4E 0 8 354.38 4.93] 3138.00] 398.00] 2550.00[ 338.00] 5613.00] 318.00

1 8 286.80 33.20] 2757.00 1630 2173.50 37.20] 4788.70 38.20

csp 0 8 24591 372 3424.00 99.20[ 2043.10 10.50[ 4807.30 51.00

1 8 217.01 5701 2672.10 0.00| 1514.00] 368.00| 4275.00] 554.00

CSPD 0 8 441.19 13.30]  3800.60 149.40| 2579.70 42.50| 5892.70 7.00

P 1 8 316.39 2.93] 2666.30 6.26[ 1347.00 45.90( 5260.70 29.10
§ CSAGL 0 8 250.24 9.83] 3316.20 100.50| 2587.30 45.60[ 5404.00] 335.00
5‘ 1 8 232.56 6.28| 3197.60 23.80] 1529.20 72.60| 4883.10] 109.10]
@ CSESP 0 8 389.58 1.59] 3386.00 515.00| 3691.00 9.37| 5435.00] 343.00,
1 8 307.55 19.26] 1896.40 5.42] 1686.20| 207.60[ 2529.20 2.52

CSLIO 0 8 294.64 6.57] 3352.70 216.30[ 2060.80 89.10] 4691.50] 200.60|

1 8 276.60 1.34] 2373.50 111.60| 1901.30] 110.40{ 4484.00 28.00

Fenoles Totales: Contenido de fenoles totales por Folin- Cioacalteu expresados en mg equivalentes de dcido gilico por 100 mL de bebida.
ABTS: Capacidad captadora de radicales ABTS"* expresados en uM equivalentes de Trolox (TEAC) por 100 mL de bebida. DPPH: Capacidad
captadora de radicales DPPH" expresados en uM equivalentes de Trolox (TEAC) por 100 mL de bebida. FRAP: Actividad reductora del hierro
férrico expresado en wmol equivalente de Acido asc6rbico/ 100 mL de bebida.

Tabla 3. Resumen de los andlisis estadisticos realizados en las muestras con su respectiva media y desviacién estdndar.

Tipo de ANOVA Valor medio Nivel de Confianza (95%)
Desviacion | Limite
Juct . _ N . . . . .
producto | Variable | Factor | Valor-p | R2 (%) | R2 ajustado (%) | n | Media Estandar | Inferior Limite Superior

" Fenoles PTrfC‘l‘fg’o 8888 67,94 65,78 112 | 328,61 31,35 322,80 334,42

O "

- ABTS PTr‘OC(‘;:ESO 8888 79,50 78,12 112 [322720| 105270 | 303224 3422.16

H "

2 DPPH g‘gg‘fg; 8’888 83.43 82,31 112 [237430| 662,40 | 2251,62 2496,98

= : i
FRAP ;ﬁﬁ‘;ﬁo gggg 68,68 66,57 112 |5448,80 | 624,90 5333,07 5564,53

Tiempo 0,000

” Fenoles [ iPa—sici— 88,75 87,99 80 | 297,17 68,48 282,16 312,18

2 .

= ABTS szé?z?o 8888 75,11 73,43 80 | 30086 | 5853 | 288034 3136,86

2 Ti 0,000

= iempo X

g DPPH 5t B—000 ] 745 72,78 80 | 2093,9 685 1943,79 224401
FRAP |-Hempo | 0000 4, 55 61,92 80 | 4766 913 4565,93 4966,07

Producto | 0,000

Fenoles Totales: Contenido de fenoles totales por Folin- Cioacalteu expresados en mg equivalentes de dcido gilico por 100 mL de bebida.
ABTS: Capacidad captadora de radicales ABTS"* expresados en uM equivalentes de Trolox (TEAC) por 100 mL de bebida. DPPH: Capacidad
captadora de radicales DPPH" expresados en uM equivalentes de Trolox (TEAC) por 100 mL de bebida. FRAP: Actividad reductora del hierro
férrico expresado en wmol equivalente de Acido ascérbico/ 100 mL de bebida.
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Resultados de peroxidacion lipidica

En la Figura 2 se puede observar el efecto
concentracién-respuesta (diluciones 1/10, 1/100 y
1/1000) de los extractos de café tostado CTG3R
(CT) y de café soluble GSP (CS) sobre la oxidacién
de la LDL. Los resultados se expresan en término
de uM de malondialdehido (MDA), comparando
la concentracién de MDA en LDL nativa (nLDL)
frente a la LDL sometida a oxidacién controlada
(oxLDL), adicionalmente se utiliza un control po-
sitivo de inhibicién con el antioxidante BHT (Butil
Hidroxitolueno) (0,1 mg/mL). Se puede apreciar
que los extractos de café, tanto tostado como so-
luble, a una dilucién 1/10 evitaron la oxidacién de
la LDL, mostrando una menor concentracion de
MDA, incluso por debajo de la muestra con BHT.
Por su parte, para la dilucién 1/100 se puede obser-
var un mayor efecto antioxidante en el café tostado,
comparado con el café soluble, lo cual denota que
hay mayor presencia de sustancias activas, de acuer-
do con el contenido medio de fenoles totales 328,61
+ 31,35 mg equivalentes de icido gélico en café
tostado y 297,17 + 68,48 mg equivalentes de dcido
galico en café soluble por cada 100 mL de bebida.

uM MDA
S T

LoL oxLOL CT1M0  CT1/100  CT11000  CS10  CS1M00  CS1/1000 BHT (0.1mg/mL)

Cuso,

Figura 2. Resultados del efecto de concentracién-
respuesta para el ensayo de peroxidacién lipidica.

DISCUSION

Caracterizacion de la actividad antioxidante
en las bebidas de café

Entre las sustancias fendlicas relacionadas con
el aporte a la actividad antioxidante en café se
encuentran los dcidos clorogénicos (12, 13), los
cuales estin presentes principalmente en el grano
verde y se degradan a través del proceso de tueste
por accién de la temperatura para dar lugar a las
caracteristicas sensoriales de la taza (15, 24). In-
vestigaciones recientes han demostrado que estas
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sustancias podrian estar relacionadas con el efecto
antioxidante para proteger macromoléculas in vivo
(11, 12). Vignoli et al., 2011 (4), concluyeron que la
actividad antioxidante depende principalmente de
la composicién quimica, incluso mis que del grado
de tueste. Adicionalmente, en la Figura 1-A) se
observa que los métodos de FRAP y DPPH estin
fuertemente correlacionados entre si (r = 0,717);
de la misma forma también se correlacionan los
métodos DPPH y ABTS (r = 0,731), por lo tanto
en el seguimiento de la vida atil de los productos de
café se podria decidir por determinar Gnicamente
el contenido de fenoles totales y su actividad anti-
oxidante por el método de ABTS. Sin embargo, la
mayoria de los articulos que caracterizan la actividad
antioxidante en las bebidas de café utilizan varias
metodologias (2, 4, 6, 11, 16). La Figura 1-B) mues-
tra la clasificacién de las muestras en dos grupos, el
primero corresponde a las bebidas de los productos
recién producidos (T0) y el segundo grupo a los
productos en la fecha de vencimiento (T1), alli
se evidencia que el tiempo de vida atil influye en
el contenido de sustancias fendlicas y la actividad
antioxidante de las bebidas de café, lo cual aplica
tanto a cafés solubles como a cafés tostados, y se
constituye en una variable adicional para evaluar
en los estudios de vida util de productos con este
tipo de declaraciéon. Los resultados anteriores se
validaron mediante un ANOVA, donde el tiempo
fue estadisticamente significativo (Valor-p = 0,00)
en el contenido de fenoles y su actividad antioxi-
dante por ABTS, FRAP y DPPH. En este estudio
los cambios durante el almacenamiento se podrian
atribuir a los cambios en la composicién quimica
de los productos.

Contenido de polifenoles totales en las bebidas
de café

La diferencia en el conte nido total de fenoles
totales en las muestras puede ser causada por va-
rios factores, tales como el origen geogrifico de
la materia prima, el tipo de procesamiento vy, en el
caso de los solubles, las condiciones de extraccién
y de secado (4). Vignoli et al., 2001 (4), Hecmovic et
al., 2011 (14), y Farah et al., 2005 (24), investigaron
cémo influyen las condiciones de proceso en la
composicién quimica de los granos de café prin-
cipalmente por el efecto de la temperatura, dando
lugar a la degradacién de los dcidos clorogénicos y
a la formacién de otras sustancias entre las cuales
estdn las melanoidinas, a las cuales también se les



ESTUDIO DE LOS CAMBIOS DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN BEBIDAS DE CAFE DURANTE SU PERIODO DE VIDA UTIL ... 103

ha atribuido actividad antioxidante. Dados estos
cambios debidos al procesamiento, el contenido
de fenoles totales ha sido reportado ampliamente
discriminando principalmente entre cafés tostados
y cafés solubles; Sinchez-Gonzilez et al., 2005 (6),
encontraron que el contenido de fenoles totales en
bebidas de café preparadas en cafetera doméstica
de un café de tueste tipo medio fue de 270 mg
equivalentes de dcido gilico/ 100 mL de bebida y
para cafés de tueste alto un contenido de 279 mg
GAE/100 mL de bebida. En la poblacién japonesa
Fukoshima reportaron diferencias en el aporte de
polifenoles antioxidantes entre los cafés tostados y
cafés solubles, conteniendo 210 mg equivalentes de
icido clorogénico y 225 mg equivalentes de dcido
clorogénico por cada 100 mL de bebida, respecti-
vamente. En contraste a estas investigaciones, ef al.
2002 (3), reporté que el rango de polifenoles totales
de café en una taza puede variar entre 200 -550 mg,
y en una investigacion en la cual evaluaron cémo
influye el consumo de café en la capacidad antio-
xidante de plasma humano, las bebidas utilizadas
en el estudio contenian 161 mg GAE por cada taza.
Bonita ef al., 2007 (11), reportaron que una bebida
de café tostado aporta 220 mg 'y de soluble 176 mg
GAE por cada taza. En general los resultados de
fenoles totales encontrados en este estudio se en-
cuentran en los rangos reportados por las diferentes
investigaciones.

Actividad antioxidante ex—vivo por TBARS

Los resultados obtenidos del ensayo ex-vivo
TBARS para determinar el efecto en el retraso de
la oxidacién de las LDL concuerdan con los repor-
tados por varios autores referenciados en la revisiéon
de Bonita et al., 2007 (11), en los cuales realizaron
ensayos mediante un modelo in-vitro dosis-respuesta
a concentraciones fisiolégicas, mediante el efecto
de varios antioxidantes en la oxidacién de las lipo-
proteinas LDL y VLDL aisladas de plasma humano
por medio de columnas de inmuno-afinidad y so-
metidas a oxidacién controlada con oxido de cobre.
Fueron utilizadas vitaminas como el beta-caroteno,
tocoferol y dcido ascérbico, las cuales son reconoci-
das por su efecto antioxidante y otras como el dcido
gilico, resveratrol, dcido clorogénico, 4cido cafeico,
quercetina, catequina y café. Los resultados mos-
traron que los dcidos clorogénicos fueron mejores
antioxidantes en el proceso de peroxidacion lipidica
de las LDL y VLDL comparadas con las vitaminas 'y
el dcido gilico. Sin embargo, sorprendentemente el

mejor antioxidante resulté ser el café, el cual en su
composicion contiene dcidos clorogénicos y dcido
cafeico, atribuyendo estos resultados a la sinergia
entre todos los polifenoles presentes en la bebida
de café. De acuerdo con los hallazgos, estos inves-
tigadores concluyen que en condiciones fisiol6gicas
hay dos dreas en donde las LDL son oxidadas, en el
plasma y por debajo de la superficie endotelial. En el
plasma las proteinas y enzimas endégenas, asi como
las vitaminas, inhiben la oxidacién de las LDL. Sin
embargo, la oxidacién en el espacio sub-endotelial
es mis critica en el inicio de la ateroesclerosis. De
ahi que proponen que los mejores antioxidantes
para evitar un episodio ateroesclerético son aquellas
sustancias que puedan unirse a las lipoproteinas
de baja densidad como las LDL, lo cual pareceria
suceder efectivamente con los antioxidantes de café.

CONCLUSIONES

En conclusion, a través de este trabajo se de-
mostré que las propiedades antioxidantes en los
productos de café son diferentes de acuerdo con
el tipo, siendo mis alta en cafés tostados y molidos
(328,61 =+ 31,35 mg equivalentes de dcido gilico/100
mL de bebida) comparado con los solubles (297,17
+ 68,48 mg equivalentes de icido gilico/100 mL
de bebida); éstos dltimos experimentan mds trans-
formaciones en su composicién por efecto de las
condiciones de procesamiento. Ademis, el tiempo
de almacenamiento tiene efecto sobre la actividad
antioxidante de las sustancias presentes, con lo cual
se requiere incluir un nuevo parimetro de calidad
en el seguimiento de la vida atil de los productos.

Con lo anterior, queda de manifiesto la impor-
tancia de incluir nuevos parametros no considerados
hasta ahora en los estudios de vida ttil de produc-
tos de café en Colombia, especialmente aquellos
relacionados con las declaraciones de contenido de
antioxidantes.

Adicionalmente, en la concepcién moderna de
alimentos con declaraciones de propiedades nutri-
cionales y de salud, es necesaria la estandarizacién
de los productos en cuanto a su composicién quimi-
ca, garantizando la estabilidad de los componentes
bio-activos durante su vida ttil, hasta llegar al
consumidor final.

Este trabajo deja abierta la necesidad de caracte-
rizar los componentes responsables de la actividad
antioxidante y su posible correlacién con estudios
in vivo.
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