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RESUMEN

El tostado del café podria ocasionar la disminucion
de actividad antioxidante, ya que pueden degradarse com-
puestos con esta actividad, como los fenoles. Sin embargo,
las temperaturas altas pueden promover la formacién de
compuestos con actividad antioxidante como los productos
de la reacciéon de Maillard (melanoidinas). En este estudio
se identificaron y cuantificaron compuestos fendlicos y se
determiné el contenido de melanoidinas en dos cafés verdes
y sus procesados: café caracolillo de grano Aréabica caracol
(Coffea arabica) y café soluble de grano Robusta (Coffea
canephora, sin. Coffea robusta). La actividad antioxidante de
los diferentes cafés se determiné por dos métodos. Los cafés
procesados presentaron una actividad antioxidante mayor
que sus respectivos granos verdes de origen. En el caso del
café caracolillo, se observé una disminucién de los compues-
tos fendlicos determinados por HPLC. Sin embargo, esto
no afectd la actividad antioxidante total, probablemente al
contenido alto de melanoidinas.

Palabras clave: Actividad antioxidante, fenoles, melanoidi-
nas, Coffea arabica, Coffea canephora

ABSTRACT

Coffee roasting could trigger the decrease of antioxi-
dant activity, due to the degradation of phenols. However,
high temperatures may stimulate the formation of other
compounds that possess antioxidant activity, such as me-
lanoidins generated via the Maillard reactions. In this study,
phenols were quantified and identified, and melanoidin
content was also determined in two coffees: caracolillo
coffee from green caracoli bean (Coffea arabica) and instant
coffee from green Robusta coffee bean (Coffea canephora,
sin. Coffea robusta). Antioxidant activity was determined by
two assays. Processed coffees presented a higher antioxidant
activity than their beans from origin. A decrease of phenolic
compounds, determined by HPLC, was observed in caraco-
lillo coffee. However, this did not affect its total antioxidant
activity, this could be due to high content of melanoidins.

Keywords: Antioxidant activity, phenols, melanoidins, Co-
ffea arabica, Coffea canephora
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INTRODUCCION

El café es una de las bebidas mas consumidas y po-
pulares de todo el planeta. Estudios recientes indican que
algunos constituyentes del café, como la cafeina, los acidos
fendlicos (derivados del acido clorogénico), los compuestos
formados durante la reaccion de Maillard (melanoidinas) y
ligninas, poseen propiedades antioxidantes (Yanagimoto et
al., 2004; Fujioka y Shibamoto, 2006; van Dam, 2006; Vota-
vova et al., 2009). Los antioxidantes evitan que se produzcan
danos tisulares por radicales libres, actuando al reducir su
formacion o eliminarlos una vez originados. De esta forma,
se pueden reducir las enfermedades asociadas al estrés
oxidativo como la diabetes, la neurodegeneracién, las enfer-
medades hepaticas, cardiovasculares y cancer (Penckofer et
al,. 2002; Gandhi y Wood, 2005; Albano, 2006; Butterfield et
al,. 2006; Davidson y Duchen, 2007; Hwang y Bowen, 2007).
En individuos adultos, las bebidas derivadas del café, cons-
tituyen el 64% de la ingesta total de antioxidantes. A pesar
de que existen otros alimentos con una cantidad mayor de
antioxidantes que el café, la frecuencia y volumen del con-
sumo del mismo, lo convierten en la fuente dietaria principal
de antioxidantes (Pulido et al., 2003; Svilaas et al., 2004).

Durante el procesamiento del café, el tostado afecta
marcadamente su composicién, lo que puede reducir la ac-
tividad antioxidante, debido a la degradacién del 4cido clo-
rogénico y otros compuestos fendlicos. Sin embargo, se ha
encontrado que la actividad antioxidante del café tostado
se puede mantener debido a la formacién de los productos
de la reaccién de Maillard (Budryn et al., 2009). Durante la ul-
tima etapa de la reaccién de Maillard, se forman compuestos
poliméricos de color café llamadas melanoidinas. Estas influ-
yen en el color, sabor y textura de los alimentos sometidos
a temperaturas altas. Entre algunas actividades bioldgicas
importantes de las melanoidinas se encuentran la actividad
antioxidante y la quelante (Tagliazucchi et. al., 2010).

Las dos especies de café mas importantes mundial-
mente son Coffea arabica y Coffea canephora (sinébnimo Co-
ffea robusta) (www.ico.org, 2011). Estas dos especies no solo
se procesan en el Estado de Sonora, sino que se consumen
regionalmente, y comercializan en la Republica Mexicana.
El café soluble de Coffea robusta se exporta a Holanda. Por
lo tanto, el objetivo de esta investigacién fue determinar
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el contenido de compuestos antioxidantes y la actividad
antioxidante de bebidas de café procesado en el Estado de
Sonora, México.

MATERIALES Y METODOS

Materia Prima

Se analizaron dos especies: Coffea arabica (grano tipo
Caracol) verde y tostado con azucar (café caracolillo); y Coffea
canephora (sin. Coffea robusta) verde y soluble. La elabora-
cion del café caracolillo implica la adicién de azucar antes
de llevar a cabo el tostado. La elaboracion del café soluble
consiste de un proceso de deshidrataciéon (evaporaciéon o
liofilizacién). Las muestras de café verde y procesado fueron
del mismo lote y cosechados en Huatusco, Veracruz, Mexico
(latitud:19°08'48"; longitud: 096°57°00"; altitud: 1,344 m). To-
das las muestras fueron proporcionadas por Café del Pacifico
S.A. de C.V. (Caffenio, Hermosillo, Sonora, México).

Preparacion de las Muestras de Café

El grano se pulverizé mecdnicamente a un tamano de
particula de 20 mesh (1 mm) en un molino Thomas Wiley La-
boratory Mill, Modelo 4 (Arthur N. Thomas Co., Philadelphia,
PA, USA). Los polvos de café verde y procesado se almace-
naron a una temperatura de -20°C hasta el momento de su
analisis

Extraccion de los Compuestos Fendlicos

Se pesaron 0.2 g de muestra (café verde y procesado)
y fueron homogenizados con 20 mL de agua a 75°C (Budryn
et. al,, 2009). Posteriormente, el homogenizado fue sometido
a movimientos ultrasdnicos (Sonicador marca Branson 1510)
por30miny centrifugadoa 17,900 g (IECL31Thermo electrén)
a temperatura ambiente por 15 min. La extracciéon acuosa se
repitié dos veces para asegurar la maxima extraccion de los
compuestos. Los sobrenadantes fueron mezclados y filtrados
en papel Whatman No. 2. Los extractos acuosos fueron con-
gelados a — 20°C hasta su andlisis (Chitindingu et al., 2006).

Determinacion de Fenoles Totales

Las determinaciones se realizaron espectrofotométri-
camente utilizando el método de Folin-Ciocalteau (Singleton
y Rossi, 1965). Se utilizé acido clorogénico como estandar
(Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA). El contenido de feno-
les totales fue expresado en mg de acido clorogénico/g de
peso de la muestra.

Identificacion y Cuantificacion de Compuestos
Fenodlicos y Cafeina por HPLC

El procedimiento para la identificacién de los com-
puestos fendlicos y cafeina se realizd de acuerdo al método
descrito por Cantos et al. (2000). Se introdujeron 20 pL de ex-
tracto acuoso a una columna SupelcosilTM LC18 (30 x 0.4 cm
x 5 mm tamano de particula, Supelco, Bellefonte, PA, USA),
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en un equipo de cromatografia HPLC (Varian, modelo ProStar
230), equipado con un detector de luz ultravioleta (modelo
9050, Varian, Palo Alto, CA, USA). La identificacion de los com-
puestos fendlicos (acido clorogénico, acido ferulico y rutina)
se llevé a cabo compardndolos con los tiempos de retencion
de sus estandares correspondientes (Figura 1). Para la cuan-
tificacion se elaboraron curvas de calibracién (0-0.2 mg/mL)
para cada uno de los compuestos fendlicos identificados.
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Figura 1. (A) Cromatograma de café verde (Coffea arabica) a
280 nm. (B) Cromatograma de estandares de referencia a 280
nm. Los picos corresponden a acido cafeico (1), acido cloro-
génico (2), cafeina (3), acido ferdlico (4) y rutina (5)

Figure 1. (A) Chromatogram of green Arabica coffee beans
(Coffea arabica) at 280 nm. (B) Chromatogram of reference
standards at 280 nm. The peaks correspond to caffeic acid (1),
chlorogenic acid (2), caffeine (3), ferulic acid (4), and rutin (5)

Cuantificacion de Melanoidinas

Las melanoidinas fueron cuantificadas espectrofoto-
métricamente. Primeramente, se establecié la longitud de
onda de maxima absorcién (420 nm) para las melanoidinas
mediante un barrido espectral en las regiones del UV-VIS (Del
Castillo et. al., 2002). Debido a que la estructura molecular de
las melanoidinas no se ha determinado hasta la fecha, no
existe un estandar de melanoidinas disponible. Por lo tanto,
las curvas de absorcién y de calibracién fueron elaboradas
utilizando un extracto de café tostado como fuente de
melanoidinas. Previamente, se preparé una dilucién 2:1 del
extracto de café tostado, la cual fue considerada como una
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soluciéon madre de melanoidinas. Posteriormente, se elabo-
raron 5 diluciones seriadas de la solucién madre. Después
de determinar la absorbancia de cada dilucion, se determi-
nd la concentracion de las melanoidinas con la formula de
Lambert-Beer:
=%

donde “C” es la concentracion de melanoidinas, “A” es
la absorbancia de la dilucién, “b” es la longitud de la celda
del espectrofotémetro (1 cm) y “a” es el coeficiente de extin-
cién especifico de las melanoidinas expresado en L/ g x cm.
El valor de “a” utilizado en este estudio fue de 1.1289 L g-
cm (Tagliazucchi et. al., 2010). La curva de calibracién fue
elaborada al graficar los valores de absorbancia obtenidos
para cada diluciéon contra la concentracion de las mismas.
Para determinar la concentracion de melanoidinas en las
muestras, primeramente se prepard una dilucién 1:9 de cada
extracto. El contenido de melanoidinas fue expresado como
g de melanoidinas/ 100 g de muestra.

Determinacion de la Actividad Antioxidante
Total por el Método del Radical 2,2-azino-bis

(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS™)

El método se llevo a cabo segun lo descrito por Kus-
koski et al., (2005). Este método mide la capacidad relativa de
los antioxidantes para neutralizar al radical ABTS* generado
en fase acuosa y se compara con un estandar de Trolox (ana-
logo de la vitamina E que es soluble en agua) (Ozgen et. al.,
2006). Se leyd la absorbancia a 754 nm al inicio (Absi) y cada
minuto hasta los 7 minutos de reaccién (Absf). El diferencial
de absorbancia (absi —absf) se transformo a porcentaje de
inhibicién y se calculé la actividad antioxidante en milimoles
equivalentes Trolox (mmoles ET) /gramo peso fresco (g pf),
mediante una curva de calibracién (0-0.25 mg/mL) de Trolox
(analogo soluble de la vitamina E).

Determinacion de la Actividad Antioxidante
Total por el Método del Radical 2,2-difenil-1-pi-
crilhidracilo (DPPH)

El método se realizé de acuerdo con el método des-
crito por Materska y Perucka, (2005). El DPPH es un radical
libre estable cuya absorbancia se determina a 515 nm. La
absorbancia disminuye cuando el radical es reducido por
un antioxidante (Ozgen et. al., 2006). Se utilizd un espectro-
fotometro UV-VIS (Varian, modelo Cary 100). Los resultados
fueron expresados como pmol equivalentes de Trolox por
gramo de muestra.

Analisis Estadistico

Los datos fueron analizados por un andlisis de varian-
za y comparacion de medias por la prueba de LSD (P<0,05).
Para el analisis estadistico se utilizo el programa estadistico
Sigmastat 3.5 (Systat Software Inc. Point Richmond, CA, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Fenoles Totales

Los contenidos de fenoles totales entre el café proce-
sado caracolillo y su café de origen (caracol verde) no pre-
sentaron diferencias significativas (p > 0.05) (Tabla 1). Como
se mencionara mas adelante, el café caracolillo mostrd una
cantidad considerable de melanoidinas. Se ha encontrado
que las melanoidinas, al igual que los compuestos fenélicos,
reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu (Perez-Martinez
et. al., 2010). En el presente estudio, el porcentaje de fenoles
totales encontrados para el café caracolillo fue de 65.56 mg/g
(Tabla 1). Afify et. al. (2011) reportaron contenidos de com-
puestos fendlicos menores (18.7 mg/g).

El contenido de fenoles totales encontrados para café
soluble fue de 14.08%.Vignoliet. al.,(2011) reportaron valores
de fenoles totales en café soluble que oscilaron entre 14.58%
a 15.14% de la materia seca total. La cantidad de compuestos

Tabla 1. Fenoles totales, actividad antioxidante y concentracion de melanoidinas encontrados en café verde y procesado
Table 1. Total phenols, antioxidant activity, and melanoidins concentration found in green and processed coffee

Muestra Fenoles Totales ABTS™* DPPH Melanoidinas
(mg/g) (pmoles eq. (pmoles eq. trolox/g) (g/100 g)
trolox/g)
Caracol verde (Arabica) 65.19 + 3.74° 209.29 + 6.72° 813.51 +£2.83° 449 +0.57°
Caracolillo 63.56 + 2.03° 238.71 + 8.06° 938.58 + 57.27° 30.52 £ 2.26¢
Robusta verde 56.73 + 2.82° 196.48 + 4.94° 801.15 £ 18.70° 5.55+0.10°
Robusta Soluble 140.78 £ 3.59¢ 681.72 £ 37.81°¢ 1921.82 £ 100.33¢ 67.61+0.21¢

Los valores son el promedio y desviacion estandar de triplicados. Los valores de cada columna con diferentes letras (a-d) presentan diferen-
cias significativas (p < 0.05).Values are mean + standard deviation of triplicates. The values in each column with different letters (a—d) show

a significant difference (p < 0.05).

Volumen XV, NUmero 1

53



\
S

WL
\\5(5

Pérez Hernandez et al: Biotecnia / XV (1): 51-56 (2013)

fendlicos encontrados en el café soluble fue tres veces mayor
(p < 0.05) que el encontrado en el grano de café verde de la
misma especie (Tabla 1). Este aumento se debe al proceso de
elaboracion del café soluble, el cual consiste en un proceso
de deshidratacion (evaporacion o liofilizacién), en el cual
se concentran los componentes solubles, incluyendo a los

fenoles (Mussatto et. al., 2011).

Contenido de Fenoles por HPLC

La cantidad de acido clorogénico, acido ferulico y
rutina disminuyo durante el proceso de café caracol (grano
verde), debido a la degradacién térmica durante el tostado
(Tabla 2). Budryn et. al., (2009) reportaron la misma tenden-
cia para el acido clorogénico de la especie Arabica. El acido
clorogénico, no sélo disminuye por la temperatura de tosta-
do (280°C), sino porque también participa como sustrato en
la formacién de melanoidinas (Alves et. al., 2010).

En el caso de la cafeina no se encontraron diferencias
significativas (p > 0.05) entre el contenido de café Coffea ara-
bica verde y procesado (Tabla 2), es decir el proceso de tos-
tado (280°C) no afectd el nivel de cafeina. Casal et. al. (2000),
reportaron valores similares de cafeina para cafés Arabica
tostados y una ligera reduccion debido al tostado.

La cantidad de acido clorogénico, acido cafeico y
cafeina en los cafés Coffea robusta fue significativamente
mayor (p < 0.05) en las muestras de café soluble que en la
de café verde sin procesar (Tabla 2). Esto es debido al efecto
que tiene el proceso de secado en la elaboracion del café so-
luble sobre la concentracién de los compuestos. Dupas et. al.
(2006), reportaron una concentraciéon de acido clorogénico
menor al reportado en el presente estudio (8.75 - 14.21
mg/qg). Ademas, en el mismo estudio también se encontraron
cantidades menores de acido cafeico (13.93 - 27.41 mg/q) y
acido ferulico (1.28 - 1.98 mg/g). Sin embargo, se reporté la
presencia de acido p-coumarico, el cual no fue identificado
en el café soluble analizado en el presente estudio. Segun
Materska y Perucka, (2005), los compuestos fendlicos produ-
cidos por las plantas son el resultado de la adaptacién a las

condiciones de estrés bidtico y abidtico (infeccién, heridas,
estrés por agua, estrés por frio, elevada luz visible). Por lo
tanto, las diferencias en la composicién fendlica y la actividad
antioxidante de los cafés de diferentes origenes se puede
deber a los factores ambientales a los que esta sometida la
planta de café.

Contenido de Melanoidinas

Durante el tostado del café se llevan a cabo diversos
cambios fisicos y quimicos, incluyendo el cambio de color del
grano de verde a café y la formacion de productos nuevos
como las melanoidinas. Muchos de estos cambios se deben
ala reaccion de Maillard (Del Castillo et. al., 2002). En general,
la cantidad de melanoidinas que se encontraron en todos
los cafés procesados analizados en el presente estudio fue
superior (p < 0.05) a la encontrada en los granos sin procesar
(granos de café verdes) como se puede observar en la Tabla
1. Bekedam et. al. (2008) encontraron alrededor de 25 g de
melanoidinas/100 g de café tostado sin azucar. El café cara-
colillo presentd una concentracion de melanoidinas mayor
que lo reportado por Bekedam et. al. (2008) lo cual podria
deberse principalmente a la adiciéon de azucar durante la
elaboracion del mismo (Lopez-Galilea et. al., 2007). El café
soluble no solo presenté una concentracién de melanoidinas
mayor en comparacion con el café verde Robusta, sino que
también presentd un contenido de melanoidinas mayor que
todos los cafés analizados en este estudio (p < 0.05).

Actividad Antioxidante Total (Método ABTS*)
Se encontraron diferencias significativas entre la acti-
vidad antioxidante del grano verde caracol y el café caracolillo
(Tabla 1). El incremento de la capacidad antioxidante del café
después del tostado se puede deber a que a pesar de que se
pierden compuestos con capacidad antioxidante durante el
proceso, la capacidad antioxidante de las infusiones de café
se pueden mantener o incrementar debido a la formacion
de nuevos compuestos con actividad antioxidante, como los

Tabla 2. Cuantificacién de compuestos fendlicos y cafeina en las muestras de café (mg/qg)
Table 2. Quantification of phenolic compounds and caffeine in coffee samples (mg/g)

Muestras Acido Clorogénico  Acido Cafeico  Acido Ferilico  Rutina Cafeina

Caracol verde (Arabica) 174.39 + 16.5¢ 6.65 + 0.80° 5.17 £ 0.50° 1.62 +£0.14° 15.64 £ 0.72°
Caracolillo 43.86 + 1.80° 7.01+£0.22° 1.66 + 0.03? n/d 15.21 £0.39°
Robusta verde 90.81 +4.22° 3.71 £0.08° 6.18 £0.16° 1.15+0.01° 15.68 £ 0.10°
Soluble 143.99 £ 9.92¢ 33.77 £ 2.74¢ 7.28 + 0.36¢ n/d 55.19 + 2.30°

Los valores son el promedio y desviacion estandar de triplicados. Los valores de cada columna con diferentes letras (a-d)
presentan diferencias significativas (p < 0.05).Values are mean + standard deviation of triplicates. The values in each column
with different letters (a—e) show a significant difference (p < 0.05).
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productos de la reaccion de Maillard (Del Castillo et al., 2002;
Votavova et. al., 2009). La actividad antioxidante por la esta-
bilizacion del radical ABTS* para el café caracolillo fue menor
(238.71 pmol equivalentes Trolox/g) que los observados por
Pérez-Martinez et. al, (2010) (296-445 pumol equivalentes
Trolox/q).

En el caso de café soluble éste presentd los valores de
actividad antioxidante mas altos (p < 0.05) (Tabla 1). Sin em-
bargo, Vignoli et. al. (2011), reportaron valores de ABTS aun
mayores (1,110.27 y 1,310.03 pmol equivalentes trolox/g)
que los encontrados en el presente estudio.

Las diferencias de actividad antioxidante entre cafés,
se pueden deber a varios factores como el tipo de café, las di-
ferentes condiciones geogréficas y climatoldgicas en donde
crecen las plantas (Materska y Peruka, 2005).

Actividad Antioxidante Total (Método DPPH))

El café caracolillo presenté una actividad antioxidante
mayor (p < 0.05) que la de su grano de origen (caracol verde).
La actividad antioxidante alta observada para dicho café se
puede deber a que la adicion de azucar estimula la formacién
de melanoidinas, las cuales poseen actividad antioxidante
(Lopez-Galilea et. al., 2007).

En el caso de los cafés de la especie de Robusta, se
observé que el café soluble presenté una actividad antioxi-
dante significativamente mayor (p < 0.05) que la exhibida
por el grano de café verde. Como se ha mencionado anterior-
mente, durante el proceso de elaboracién del café soluble
se concentran los compuestos solubles del café tostado, in-
cluyendo aquellos que poseen actividad antioxidante, como
los fenoles y las melanoidinas. Como resultado, la actividad
antioxidante puede aumentar.

CONCLUSIONES

Los cafés procesados presentaron una actividad anti-
oxidante mayor que sus respectivos granos verdes de origen.
En el caso del café caracolillo, se observd una disminucidn
de los principales compuestos fendlicos identificados. Sin
embargo, esto no afecté la actividad antioxidante total,
probablemente al contenido alto de melanoidinas. Es posi-
ble que la adicién de aztcar al café caracol haya estimulado
la formacién de melanoidinas, mejorando asi la actividad
antioxidante. Por otro lado, durante la elaboracion del café
soluble, los fenoles, melanoidinas y cafeina se concentran
significativamente, como consecuencia, la actividad antioxi-
dante aumenta.
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