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RESUMEN
El café (Cofeeaa ardbica), es una planta, cuyos granos son ampliamente

consumidos no solo en México sino en todo el mundo. A partir de la semilla o
grano de café es posible preparar infusiones. Los granos de café contienen
gran cantidad de compuestos con actividad biolégica, que aportan benéficos a
la salud para el ser humano cuando son consumidos, éstos son conocidos
como compuestos fendlicos y taninos. Una etapa importante para preparar
infusiones de café a partir de los granos del mismo, es el proceso de tostado,
en donde se llevan a cabo una serie de reacciones quimicas muy importantes
gue generan e imparten el aroma y sabor final a las bebidas. No se sabe con
seguridad que efecto tiene el tostado sobre los compuestos bioactivos
contenidos en los granos de café. En este trabajo se examinaron muestras de
café verde y café tostado a diferentes condiciones de procesamiento. Las
muestras de café tostado se compararon con muestras de café tostado
industrialmente. Las muestras se sometieron a diversos métodos de ensayos
de compuestos fendlicos, antioxidantes y taninos. El café verde se sometié a
dos procesos de tostado, el primero variando la temperatura de 100 a 300°C y
el segundo variando el tiempo de tostado de 30 hasta 180 minutos, con la
finalidad de observar de qué manera afectan estos procesos en la estructura y
concentracion de compuestos previamente mencionados. Posteriormente se
cuantificé la concentracibn de compuestos que contenia cada muestra y se
observd que las variables de tiempo y temperatura alteraban de forma lineal
decreciente la concentracion de compuestos fendlicos, mientras que en los
demas ensayos se observaron diferentes comportamientos no lineales, los
cuales indican que los compuestos presentan distintas reacciones quimicas
gue afectan tanto la estructura como la concentraciéon de los mismos. Con los
resultados obtenidos, se concluyd que el café verde contenia una
concentracion mayor de compuestos fendlicos, taninos y antioxidantes mucho

mayor que las muestras de café tostado.




INTRODUCCION

El café es una de las bebidas mas populares y consumidas a nivel mundial. En
México esta no es la excepcidn y son muchas las personas que ingieren café con
regularidad. Existen muchas opiniones tanto a favor como en contra de ingerir café
ya que algunos de sus componentes resultan favorables, mientras que otros
simplemente no aportan nada a los procesos bioldgicos. La mayor parte del café
gue se consume, es en forma de bebida, la cual esta preparada a base de granos
de café, los cuales son sometidos a ciertos procesos para conferirle caracteristicas
especificas como color, sabor, textura, etc. Uno de los principales procesos al que
es sometido el café verde es el proceso de tostado o también conocido como
torrefaccion. Posteriormente se lleva a cabo un proceso de extraccion, del cual se
obtienen licores con diferentes concentraciones de cafeina y principalmente de
compuestos fendlicos y antioxidantes. Tanto el proceso de torrefaccién como el de
extraccion presentan un efecto en los componentes del café. Este efecto se ve
reflejado en reacciones quimicas que suceden de forma simultanea y que mas alla
de degradarse, se ha verificado que se pueden estar sintetizando nuevos
componentes con un poder antioxidante mucho mayor que el derivado de las
formas nativas de los componentes. Los compuestos fendlicos y otras familias de
moléculas antioxidantes, forman parte importante de los componentes de los
granos de café. Estos compuestos presentan actividad biolégica en el organismo
humano, méas alld de los mitos que pueden presentarse al consumir café,
mediante el estudio de los componentes y su potencial antioxidante se puede
conocer los beneficios que las infusiones de café aportan a la salud. En este
trabajo se determinaron los compuestos fendlicos y antioxidantes en muestras de
café verde y la diferencia en composicién que existe entre éste y el café tostado

de acuerdo al proceso al que son sometidos.




1. MARCO TEORICO

|. Café Verde y su consumo
El cafeto arabigo (Cofeeaa arabica) es un arbusto de la familia de las rubiaceas
nativo de Etiopia y/o Yemen; es la principal especie cultivada para la produccién
de café (obtenido a partir de las semillas tostadas), En la figura 1 se puede

apreciar la planta del cafeto.

Figural Cofeeaa arabica.

El arbusto representa el 75% de la produccion mundial de café. Produce un café
fino y aromético, y necesita de un clima fresco para su cultivo sin embargo el
cultivo del cafeto ardbica es mas delicado, menos productivo y esta reservado a
tierras altas de montafias. Las razones por las que se cultiva el café, tienen que
ver con aquéllas por las que la poblacién lo consume y estas se puede dividir en
cuatro:

a) Valor simbdlico: para muchos habitantes del occidente, tomar una taza de
café por la mafiana es un rito personal, que se repite con otras personas a lo largo
del dia.

b) Utilizacibn como droga: Muchos beben café para darse un "empujon
adicional". Algunas culturas prohiben su uso.

c) Relaciones sociales y econGmicas: el cultivo, empaquetado, distribucion y
comercializacion del café son actividades de caracter global que afectan a

diversas culturas, grupos sociales y organizaciones dentro de esas mismas
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culturas, asi como a miles de individuos. Gran parte del café que se consume en
Europa y los Estados Unidos de Norteamérica, se importa de Sudamérica y otras
partes del mundo.

1.1. Descripcion Botanica del Café

De las mas de cien especies que pertenecen al género Cofeeaa, solamente dos
de ellas se usan para la preparacion de la bebida: Cofeeaa arabica y Cofeeaa
canephora. La primera especie abarca casi tres cuartas partes de la produccion
mundial y se cultiva principalmente en centro y Sudamérica desde México hasta
Peru. Cofeeaa canephora o Cafeto robusta ofrece una bebida rica en cafeina;
fuerte y més acido, usualmente usado para la fabricacion de café soluble o
instantaneo y mezclas. El robusta se adapta a terrenos llanos, con rendimientos
mas elevados.

El cultivo del cafeto ardbica es mas delicado, menos productivo y esta reservado a
tierras altas de montafa, entre 900 y 2.000 msnm y es originario de Etiopia
(5.2%), hoy en dia los diez paises con mayor produccion, segun las estadisticas
del 2013 son: Brasil (38.7%), Vietham (21.66%), Indonesia (9.2%), Colombia
(8.58%), India (4.09%), Peru (3.31%), Honduras (3.31%), México (3.07%) y
Uganda (2.83%).

1.2. Composicion Nutricional

Los taninos condensados son los principales compuestos fendlicos en la pulpa del
café, estos se encuentran en concentraciones de entre 0.8 al 14%, mientras que
en la semilla, los compuestos fendlicos predominantes presentes son una familia
de esteres formados entre ciertos acidos hidroxicinamicos y acidos quinicos,
conocidos colectivamente como acidos clorogénicos. Aun asi los taninos estan
presentes en las semillas pero en menor concentracion. Los acidos clorogénicos
estan presentes en altas concentraciones en la semillas hasta un 14% y tienen

una influencia en la calidad y el sabor del café (Adriana Farah, 2006).
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2.1 Sustancias bioactivas presentes en el café.

El café como matriz quimica es una compleja mezcla de proteinas, lipidos,

azucares, etc. De los compuestos mas importantes y destacados se encuentran

son los compuestos fendlicos y taninos. La siguiente tabla muestra algunos de los

principales compuestos del café y su actividad bioldgica.

Tablal Sustancias bioactivas presentes en el café

Sustancia

Actividad biol6gica

Acido cafenil quinico.

Antioxidante

Acetaldehido

Inhibidor de la tiroxinaza

Vasodilatador y Diurético

Acido aspartico

Adenina
Alfa-tocoferol Antioxidante
Asparagina Diurético
Neuroexitante

Beta-caroteno

Antioxidante

Acido caféico

Antidepresivo y antioxidante

Vasodilatador

Calcio
Colina Hipoquinético
Acido citrico Anticoagulante y antioxidante
Citrostadienol Antirreumatico
Cianidina Antioxidante
Cisteina Antioxidante
Cicloeucalenol Antibacterial
Eugenol Antioxidante y vasodilatador
Gamma-tocoferol Antioxidante
Guaiacol Anestesico
Hierro Antihemorragico
Acido isoclorogénico Antioxidante
Isoeugenol Antioxidante
Lanosterol Antioxidante
Metionina Antioxidante
Niacina Vasodilatador
Acido oléiico Antiinflamatorio
Acido oxalico Hemostéatico
Para-cresol

(Duke, 2009).
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2.2. Antioxidantes: Descripcion y determinacién
2.2.1. Descripcion de los antioxidantes.

Desde el punto de vista bioldgico los antioxidantes son compuestos capaces de
oponerse a la oxidacion (Vicente y col., 2009) y aquellas moléculas capaces de
retrasar o inhibir la oxidacion de un sustrato (Halliwell, 1999). Un radical libre es
una especie quimica con uno o mas electrones desapareados en sus orbitales de
valencia. Debido a su configuracién electronica, son inestables y extremadamente
reactivos, tendiendo a captar un electron disponible de alguna molécula o atomo, a
fin de alcanzar su estabilidad electronica. La molécula que cede el electron se
convierte a su vez en un radical libre, iniciAndose asi una reaccion en cadena
(Halliwell, 1999). Los antioxidantes detienen el efecto de los radicales libres.
Existen factores exdégenos y enddgenos al organismo humano que estimulan o
detienen la generacion de radicales libres. Entre los estimulos exdgenos que
incrementan la generacion de especies oxidantes se destacan diversos tipos de
radiacion, contaminantes ambientales, la metabolizacion de farmacos, el humo del
tabaco, la accion de células del sistema inmunolégico, o dietas deficientes en
antioxidantes (Beckman, 1998).

El cuerpo humano estd sometido bajo constante estrés oxidativo, esto se debe a
que todos los organismos aerobios requieren oxigeno para la produccion eficiente
de energia, sin embargo durante la respiracion ocurren procesos oxidativos que
implican trasferencia de electrones y liberacion de radicales libres. Los procesos
fisiol6gicos normales del organismo generan por si solos cierta cantidad de estas
sustancias oxidantes y no todas las reacciones de radicales libres en los sistemas
vivos son perjudiciales (Beckman 1998; Lee, 2004). En la cadena respiratoria se
generan a partir del oxigeno, especies parcialmente reducidas y altamente
reactivas denominadas especies reactivas del oxigeno (ERO’s). De acuerdo a
esto, la citotoxicidad de las ERO’s en los seres vivos se produce cuando su
generacion excede la capacidad antioxidante del organismo, en un proceso
denominado “estrés oxidativo”. Las alteraciones celulares y metabdlicas por accion
de las ERO’s sobre proteinas (alteraciones estructurales), lipidos (reaccién en
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cadena de oxidacion) y ADN (roturas), dan lugar a numerosos procesos
fisiopatologicos. Asi, cuando las moléculas biologicas pierden sus electrones,
sufren alteraciones en su funcionalidad, con la consecuente pérdida de
homeostasis, aparicion de enfermedades y posible muerte celular (Jeremy, 2004).
Para contrarrestar los efectos del estrés oxidativo, los seres vivos poseen
diferentes sistemas de defensa antioxidante integrados por sistemas enzimaticos y
no enzimaticos o quimicos. A nivel celular existen diversas enzimas que son
capaces de modular el estrés oxidativo y que resultan una primera linea de
defensa al prevenir la generacion de las especies radicales derivadas del oxigeno
molecular (Castenmiller, 2000; Morales, 2011). Si el desbalance continta, un
grupo de enzimas reparadoras actla a continuacion, para revertir el dafio o
prevenir futuras lesiones en los constituyentes celulares. Para apoyar estos
sistemas de defensa, actidan diferentes tipos de antioxidantes que incluyen
componentes enddgenos, como las proteinas de suero y sus grupos tiol, bilirrubina
y glutatiébn y compuestos antioxidantes provenientes de la dieta, que incluyen entre
otros grupos importantes a algunas vitaminas y a los compuestos fendlicos
(Castenmiller, 2000).

2.2.2. Determinacion de capacidad antioxidante.
a) Ensayo del radical DPPH

Una de las principales formas de determinar la capacidad antioxidante de un
compuesto es el ensayo de capacidad antioxidante por el radical DPPH (difenil-
(2,4,6-trinitrofenil-iminoazanium). En la figura 2 se presenta la estructura quimica
del DPPH.

O,N
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Figura 2 Estructura del radical DPPH

El DPPH es uno de los pocos radicales estables y que se venden comercialmente.
Presenta una absorcion en el UV-vis maxima a 515nm.

El método del radical DPPH, es utilizado para evaluar la actividad antioxidante de
compuestos especificos, a menudo es referido como un método que representa
las reacciones enddgenas en sistemas bioldgicos. Los compuestos antioxidantes
reaccionan con el radical DPPH en una solucion de metanol. La reduccion de este
radical es seguida mediante el monitoreo de la absorbancia durante la reaccion.
Después de la reaccion de reduccidn, la absorcion disminuye hasta que el color
morado-azul desaparece (Abuja, 1998). En la figura 3 se muestra el mecanismo

de reaccion del radical DPPH.

DPPH + AH —> DPPH-H +A

Figura 3 Mecanismo de reaccion del DPPH

b) Ensayo de capacidad antioxidante por el método del radical ABTS

Este ensayo fue reportado por primera vez por Miller y Rice en 1993 (Miller, 1993).
Posteriormente llego una version mejorada, en esta el oxidante fue el radical
ABTS. Dicho radical es generado mediante la oxidacién de 2,2-azinobis, 3-
etilbenzotiazolina-6-acido  sulfénico (ABTS) con persulfato de potasio.
Posteriormente se diluye la muestra hasta obtener una absorbancia de 0.7 +£0.01
nm. Un mililitro de la solucién resultante se mezcl6 con 10uL de la muestra y
posteriormente se determina la absorbancia. La diferencia de la absorbancia
obtenida es puesta contra la concentracion del antioxidante. La concentracion de
antioxidantes es dada como el porcentaje de cambio en la absorbancia del radical
ABTS (Pellegrini, 1999).
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Figura 4 Estructura del ABTS.

2.3. Compuestos fendlicos
2.3.1. Descripcion y utilidad en las plantas.

Los compuestos fendlicos se distribuyen ampliamente en el reino vegetal y son los
metabolitos secundarios mas abundantes en las plantas. En la actualidad se
conocen mas de 8 000 estructuras fendlicas diferentes que parten de moléculas
simples hasta dimeros. Todas ellas se caracterizan por presentar al menos un
anillo aromatico unido a uno o mas grupos hidroxilo y pueden dividirse en varias
clases, de acuerdo al numero de 4&tomos de carbono presentes en conjuncién con
la estructura fendlica basica. Entre los mas importantes se distinguen: acidos
fendlicos, flavonoides, taninos y otros compuestos menos comunes como
estilbenos y lignanos (Dai, 2010; Michalak, 2006).

Los compuestos fendlicos son un grupo heterogéneo de productos, con distintas
caracteristicas de solubilidad de acuerdo a la complejidad de su estructura:
algunos son solubles en solventes organicos, otros son glucésidos o acidos
carboxilicos y por lo tanto solubles en agua, y otros son polimeros de gran tamafio
y resultan insolubles. Los fenoles muestran también una multiplicidad de funciones
en la planta: pueden actuar como mecanismo de defensa ante herbivoros y
patdgenos, proveen soporte mecanico, atraen polinizadores, algunos de ellos son
pigmentos que absorben la radiacion ultravioleta y otros actian como agentes
alelopaticos, reduciendo por ejemplo el crecimiento de plantas competidoras. (Taiz
y Zeiger, 2006).
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Los compuestos fendlicos se encuentran en frutas, vegetales, cereales y algunas
bebidas como el té, café, vino y cerveza; y son por lo tanto constituyentes
integrales de la dieta humana. En los alimentos de origen vegetal los fenoles
contribuyen a la estabilidad oxidativa y son en parte responsables de algunas
propiedades organolépticas, como amargor, astringencia, color, sabor y olor
(Pandey, 2009; Dai, 2010).

Se ha hallado que los compuestos fendlicos pueden modular la actividad de una
amplia gama de receptores enzimaticos y celulares. De esta manera, estos
compuestos cumplirian ademas otras funciones biologicas en la prevencion y el
tratamiento de enfermedades. Entre éstas se destacan efectos vasodilatadores,
antiinflamatorios, bactericidas, estimuladores de la respuesta inmune,
antialérgicos, antivirales, efectos estrogénicos, o inhibicibn de enzimas pro-

oxidantes (Dai y Mumper, 2010).

2.3.2. Caracteristicas quimicas de los fenoles

Quimicamente los fenoles son compuestos cuya formula general es Ar-OH, donde
Ar es fenilo o un fenilo sustituido. Por lo general los fenoles se nombran como
derivados del miembro mas sencillo de la familia, el fenol, los metilfenoles reciben
el nombre especial de cresoles (Morrison, 2001). Existen varias clasificaciones
para los fenoles, uno de los mas comunmente utilizados se basa en el nUmero de
carbonos propuesto y publicado por Jeffrey Harborne y Simmonds en 1980
(Harbone, 1980).
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Tabla 2 Clasificacion de los compuestos fendlicos

Nume .
Numero
rode | Esqueleto ,
. de Clase Ejemplos
carbo basico ,
Ciclos
nos
6 Cs 1 Simple Fenoles y Catecol
Benzoquindnas
7 Ce-C1 1 Acidos Fenolicos Acido Galico y
Salicilico.
8 Cs-C, 1 Acetofenonas, Acidos Acido
Fenilaceticos. Hidroxifenilacetico.
9 Cs-C3 1 Acidos Eugenol, Acidos
Hydroxicinamicos, Cafeicos y Ferulicos.
Cumarinas,
Fenilpropenos
10 Ce-Cy 1 Naftoquinonas Juglona.

(Harbone, 1980).

2.3.3. Propiedades fisicas de los fenoles.

Los fenoles mas sencillos son liquidos o solidos de bajo punto fusién, tienen
puntos de ebullicion elevados, debido a que forman puentes de hidrogeno. El
propio fenol tiene cierta solubilidad en agua por los puentes de hidrogeno con ella.
La mayoria de los otros fenoles son esencialmente insolubles, incoloros y se
oxidan con facilidad, por lo que a menudo presentan color, a menos que estén
cuidadosamente purificados (Morison, 2001). Los fenoles son compuestos
bastante acidos; la mayoria de los fenoles tienen valores de constantes de acidez
del orden de 10 por lo que son menos acidos que los acidos carboxilicos
(Morrison, 2001).
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2.3.4. Los compuestos fendlicos presente en el café.

La mayoria de los compuestos fendlicos en el café y la semilla del café son acidos
clorogénicos. Estos compuestos incluyen diferentes grupos de compuestos e
isdbmeros formados mediante la esterificacion de una molécula de acido quinico

(Figura 5) y una de las tres moléculas de un &cido cinamico especifico.

QM QOH

Figura 5 Estructura del &cido quinico.

De acuerdo al sistema de numeracion de la IUPAC el acido quinico tiene grupos
hidroxilo en la posicién axial en carbonos 1y 3, e hidroxilos en posicién ecuatorial
en los carbonos 4 y 5. Los esteres de este acido se forman generalmente con el
carbono 5 pero es posible en el carbono 3y 4, y menos probable en el carbono 1.
Los &cidos hidroxi-cinamicos son acidos propendicos con sustituciones diferentes
en el anillo aromatico. En la siguiente tabla se muestran los 3 mas comunes
(Clfford, 2003)

Tabla 3 Estructuras y nombres de los principales Acidos hidroxi-cinamicos.

Acido Caféico Acido Ferulico Acido P-Coumaérico

O 0 0

HO
X on | H€O X" 0oH X~ “0H

HO HO H
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OH HO

OH

R1 = OCH3 S-FQA

Ry=CA Ry=CA Ry=H
OR, R;=CA,Ry=H, Ry=CA

Ri=H,R,=CA, R3=CA

Ry=FA, R,=CA, Ry=H
Ry=CA Ry,=FA Ry=H

R1=FA,R2=H, R3=CA

R;=CA, Ry =H, Ry=FA
R;=H, Ry = FA, Ry=CA

R1=H,R2=CA, R3=FA

Figura 6 Acidos clorogénicos y compuestos relacionados de acuerdo a sus

caracteristicas quimicas.

R1 =OH S'CQA

Ry=OH CA
Ri R,=0CH, FA
R;=H pCoA

OH

Ri=H  5-pCoQA

3,4-diCQA
3,5-diCQA

4,5-diCQA

3F,4CQA
3C,4FQA
3F,5CQA
3C,5FQA
4F,5CQA

4C,5FQA

Los grupos principales de los acidos clorogénicos que se encuentran en el café

estan presentes en la figura anterior, de acuerdo con su identidad quimica. Estos

grupos de compuestos incluyen los acidos cafeoliquinicos (CQA), con 3 isdbmeros
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(3-, 4- y 5-CQA), Acidos dicafenoilquinicos (diCQA), con tres isomeros (3,4-
diCQA; 3,5-diCQA; 4,5-diCQA) y asi subsecuentemente todas las posibles

combinaciones entre posicion y sustituyente.

El total de los acidos clorogénicos presentes en los granos del café varia de
acuerdo a su genética, especie, forma de cultivo, grado de maduracion, clima y
suelo. En general los valores descritos en la literatura de &cidos clorogénicos para
la Cofeeaa arabica van de 4 a 8.4% de materia seca. En adicion a los acidos
clorogénicos existen otros compuestos de la familia de los mismos que se
encuentran dentro de los granos de café como los acidos quinicos, &cidos cafeoil-
metoxicinamolquinicos, ademas de algunas lactonas y &cidos clorogénicos libres

como se puede ver en la tabla 3 (Farah, 2006).

Tabla4 Contenido de acidos clorogénicos en granos de café expresados en
porcentaje por gramo de materia seca

. Total de Acidos
Muestra CQA FQA diCQA Clorogénicos
C. arabica 5.76 0.25 0.87 6.88

CQA: Acidos clorogénicos derivados del acido caféico, FQA: Acidos Clorogénicos
derivados del pacido Ferulico, diCQA: acidos clorogénicos derivados del p-coumarico
(Turgo, 1984).

De los is6meros presentados anteriormente en orden de abundancia 5-CQA es
responsable del 56-62% del total de los Acidos Clorogénicos. 3-CQA y 4CQA
cuentan para un 10% del total. Los isdbmeros DiCQA aportan del 15-20% del total.
Y los isomeros de FQA de un 5-13%. Los isdbmeros restantes y los derivados

previamente mencionados conforman el resto (Clfford, 2003).
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Durante el proceso de tostado, los acidos cloragénicos cambian su composicion.
Debido a la inestabilidad térmica, lo acidos clorogénicos generalmente se
degradan en un derivado del fenol cuando las condiciones son muy intensas.
Durante el tostado, parte de estos compuestos es isomerizada, una parte es
transformada en quinolactonas (Figura 7) y otra parte es degradada en
compuestos de bajo peso molecular. También es posible que participen en la
formacién de material polimérico como las melanoidinas (Clifford, 2000).

HOD/\)‘\ ?ﬁ\ e D/\)‘\ ﬁ

Figura 7 Formacién de lactonas (Farah, 2006).

Tabla5 Concentracion de acidos y quinolactonas en café tostado
expresado en porcentaje sobre gramos.

. Total
Muestra CQA FQA DICQA CGA CQL
Comercial
Promedio 2.26 0.21 0.19 2.66 0.31
Cofeeaa . . .
arabica 3.23 Sin - S g3 Sin
tostada Presencia | Presencia Presencia
Instantaneo Sin Sin Sin Sin Sin
presencia | Presencia | presencia | Presencia | Presencia

CQA: Acidos clorogénicos derivados del acido caféico, FQA: Acidos Clorogénicos
derivados del pacido Ferulico, diCQA: acidos clorogénicos derivados del p-coumarico,
CQL: Lactonas. (Farah, 2006).

2.3.5. Oxidacién de los fenoles

Los fenoles naturales son reactivos, especialmente a la oxidacién, notablemente
una mezcla de fenoles complejos pueden llegar a un proceso de autoxidacion con
el tiempo. Esto se correlaciona al cambio de color café que ocurre en muchos
alimentos. Este cambio de color café ha sido la causa de la muerte de células en
los seres humanos. (Moreira, 2012).
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De entre los fenoles mas importantes que se sintetizan naturalmente se muestran

algunos en la tabla 3

Tabla 6 Principales compuestos fendlicos naturales.

Cannabinoides

El constituyente active de la Canabis

Capsaicina El componente picante de los chiles.
Carvacrol Antimicrobiano presente en el orégano
Cresol found in coal tar and creosote
Estradiol Estrogeno — hormonas
Eugenol Principal compuesto en el aceite de clavo
Acido Galico Presente en Ajo

Orto Metoxifenol-Sustancia que proporciona el
Guaiacol sabor ahumado y se encuentra en el café,

whisky y cigarros.

Salicilato de Metilo

Compuesto presente en algunos aceites
comerciales.

Cetona de Frambueso

El compuesto que da olor a los Frambuesos

Acido Salicilico.

Precursor de la aspirina

Setotonina/Dopamina/Adrenalina

Neurotransmisores naturales

Timol Antiseptico utilizado en enjuagues bucales
Tirosina Un aminoacido
Sesamol Compuesto presente en el sesame.
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2.3.6. Reacciones de los Fenoles
a) Oxidacion a quinonas (Morrison, 2001).

Una de las principales reacciones de los fenoles es la oxidacién, esta se puede
observar con detalle en la siguiente figura.

OH o° o
- H®
‘t‘ _9 S
~
OH OH OH
_H®
[e]
(0] .
~—" ©
—_——— W ) _69
T/ I
A ~
0o Ao\‘ 0@
OH L o
- H® _9
—_— W
~ T/ §
HO HO HO
®
- H
0"
(0]

Figura 8 Mecanismo de reaccion de la oxidacion de fenoles a quinonas.

24




b) Oxidacién del persulfato de Elbs

El fenol es hidroxilado en la posicibn para empleandose persulfato de potasio
alcalino (Morrison, 2001). EI mecanismo de reaccion se presenta a continuacion.

o | ﬁ o
Hl-.\ O‘S 0 O-‘S Fal 'O_\_ !
. Tl M- T
O‘-’ N .fl +0 O J,rrf OC)
= +L6H - y, 0 -
I ~Hz0 7o O < 0
s 1] y N
£ 5 _Dhé.f H o&g P
— A D —0"
1 2 2 o oY 3 D’f
H H H H
o~ 0" % o~ o
.f':r e :
- <N - | i — | +HY
-~ | w 2
], 0 o° Os ol
P01 _of ~0.|l_o@ o.l” .
H :s;:oo { . >8T N~ N oedP
0 “o "R o &
H 7 6 H 5 4
O’H
- @
cl)@
_/3:06 0
R
] (s} H

Figura 9 Mecanismo de reaccién de la oxidacion del persulfato de Elbs.

Debido a que el fenol posee un oxigeno con un par electronico disponible se
puede llevar a cabo la formacién de Eteres como se muestra a continuacion.
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Formacion de éteres (sintesis de Williamson)

H o H
OH NaOH D/YDH
H,0 , reflux 3 hrs. gz, O

Figura 10 . Mecanismo y ejemplo de la formacién de éteres de la sintesis de
Williamson.

De igual forma puede llevar a cabo formacién de éteres

d) Formacién de éteres

£ R §
O — O r—-0JY

+

Figura 11 Mecanismo de la formacion de éteres.
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e) Sustitucion electrofilica aromatica.

El grupo —OH activa poderosamente el anillo y orienta para y orto. Dentro de estas
reacciones encontramos: sulfonacion, nitracién, halogenacion, alquilacion vy
acilacion de Friedel-Crafts (Morrison, 1998).

OH OH OH

Figura 12 Reacciones principales de la sustitucion electrofilica aromatica de los
fenoles.

f) Anion fenolato

La formacion de estos aniones deriva de la perdida de H+ y actdan como ligandos
ante cationes metalicos (Figura 13)

OH

Base

‘ ‘

Figura 13 Formacion de aniones fenolato.
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2.3.7 Métodos de cuantificacion analitica de compuestos fendlicos

2.3.7.1. Ensayo para determinar la concentracion de compuestos
fendlicos totales mediante el reactivo Folin-Ciocalteu

Este ensayo fue originalmente utilizado para el analisis de las proteinas tomando
ventaja de la actividad del reactivo. Posteriormente fue utilizado por Singleton
para el analisis de fenoles total en vino (Singleton, 1999). Este reactivo mide la
capacidad de reduccidon. Muchas publicaciones aplicaron este método vy
frecuentemente se han encontrado excelentes lineas de correlacion entre los
perfiles de fenoles totales y la actividad antioxidante.

Este ensayo se basa en el uso del reactivo de Folin-Ciocalteu, el cual es una
mezcla de fosfomolibdato y fosfotungstato. Ambos reaccionan y forman &cido
fosfomolibdotungstenico de color amarillo, el cual reacciona con los compuestos
fenolicos dando lugar a una coloracion azul susceptible a ser determinada
espectrofotométricamente a 765nm.

El reactivo de Folin-Ciocalteu no es especifico a ningiin compuesto fendlico. Los
polifenoles reaccionan con este reactivo solo bajo condiciones basicas. La
disociacion de un protén fendlico produce un anion fenolato, el cual es capaz de
reducir el reactivo de Folin-Ciocalteu. Eso apoya la nocion de que la reaccién
ocurre a través del mecanismo de transferencia de electrén. A pesar de la
indefinida naturaleza quimica de este reactivo este ensayo en conveniente, simple
y reproducible por lo que se ha acumulado una gran cantidad de datos y se ha
convertido en un ensayo de rutina en el estudio de antioxidantes fendlicos (Dejian,
2005).

Si bien es cierto que el mecanismo en concreto aun no esta definido
completamente se pueden apreciar los productos. Los cuales son la reduccion a
los polifenoles tienen una coloracion azulada que se cuantifica
espectroscopicamente en base a una recta patron con acido galico (Garcia, 2003).
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amarillo

Rezctivo de Folin
N | | | reducido (W™",
RW/ ) Mo™) color azul

W

oH OH
f,LH = Reactivo de Folin
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T xr";

[V W Wty

Figura 14 Productos del Método Folin-Ciocalteu.

2.4 Taninos
2.4.1 Descripcién de los taninos.

Los taninos son compuestos polifendlicos de alto peso molecular con funciones
en los sistemas biolégicos como quelantes de metales, agentes de precipitacion
de proteinas y antioxidantes (Kar, 2003).

Los taninos se clasifican en tres grupos de acuerdo a su monémero base: taninos
hidrolizables, condensados y florotaninos. Los taninos hidrolizables son
compuestos que contienen un ndcleo central de glucosa esterificado con acido
gélico (galotaninos) o con acido elagico (elagitaninos). Los taninos condensados
son polimeros de flavonoides vinculados a través de un enlace de carbono,
también se conocen como proantocianidinas (Mc Rae, 2011).
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Tabla 7 Principales bases de los taninos.

Base : O OH OH
HO OH
HO OH
OH Flavona Floroglucinol
Acido Galico
Clase. | Taninos No-Hidrolisables o Florotaninos
Hidrolisables condensados
Fuente | Plantas Plantas Algas
OH
OH
HO (@]
HO (@]
OH
OH
F OH
OH
OH
OH
Catequina Cianidina

Figura 15 Algunos ejemplos de taninos.

2.4.2. Los taninos como componentes y su funcién nutricional.

Los taninos han recibido especial atencion ya que no son considerados nutrientes,
al contrario son dafinos para los animales, en especial rumiantes. En lo que al
café concierne lo taninos solubles pueden ocupar desde el 0.8 hasta el 2.8% de
Cofeeaa arabica. (Rojas, 2003). El almacenamiento de la piel y la pulpa de la
misma produce un decremento lineal en su contenido de taninos (menos del 39%
por afo) (Barcelos, 2010).

30



https://en.wikipedia.org/wiki/Phloroglucinol
https://en.wikipedia.org/wiki/Hydrolyzable_tannin
https://en.wikipedia.org/wiki/Brown_algae

[I. Procesos industriales del café

3.1 Proceso del tostado.
3.1.1 Descripcion

El tostado del café transforma las propiedades tanto fisicas como quimicas de los
granos de café verde en café tostado. El proceso confiere al café su sabor
caracteristico. Los granos de café sin tostar contienen similares niveles de &cidos,
proteinas, azucares y cafeina que los granos tostados, pero carecen de otros
componentes quimicos que se van degradando tanto por oxidacion con el calor, la
luz y reacciones internas, siendo la principal la reaccion de Maillard (Wang, 2011).
El proceso de tueste consiste esencialmente en tres pasos: a) clasificacion, b)
tueste y c) atemperado; que consiste en esperar a que alcance temperatura
ambiente. El primer paso consiste simplemente remover los desechos vy
componentes indeseables de los granos (tierra, insectos, etc.), pesarlos y
almacenarlos. El segundo paso (tostado) inicia colocando los granos en el tostador
donde ocurre un proceso endotérmico desde temperatura ambiente hasta alcanzar
la temperatura minima de 175°C. Los procesos varian con temperaturas entre 190
y 280 °C, y los granos son tostados durante un periodo que se extiende desde
algunos minutos hasta cerca de 30 minutos. Los tostadores donde ocurre este
proceso suelen ser cilindros que giran horizontalmente y que hacen caer los
granos de café verde en una corriente de gases de combustiéon calientes; los
tostadores funcionan tanto en lotes como en modo continuo y pueden utilizar

fuego directo o indirecto.
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22 °C (72 °F), Granos de
café verde.

Muestra sin procesar.

165 °C (329 °F), Secado

Granos durante el proceso
endotérmico hasta que la
mayoria de los
componentes volatiles se
hayan evaporado.

Tostado Ligero

196 °C (385 °F), Tostado

tipo canela

uUn tostado ligero
inmediato a la
evaporacion de los
compuestos. Con cierta

dulzura, sabores grasos y
cierta acidez.

205 °C (401 °F), Tostado
Ligero

Color café moderado, pero
con apariencia aun similar
al grano. Presenta sabor
acido complejo.

Tostado Medio

210 °C (410 °F), Tostado
Americano.

Color Medianamente café.
La acides es retirada
significativamente pero el
grano conserva la textura
del café verde.

219 °C (426 °F), Tostado
tipo “City”

Color medianamente café,
La mayoria de los cafés
comunes se encuentran de
aqui. Comienza a
apreciarse la textura del
café tostado.

Tostado

Obscuro

225 °C (437 °F), Tostado
tipo “Full City”

Color medianamente café
oscuro con ocasional
brillo.

240 °C (464 °F), Tostado
Francés.

Color café oscuro, brillante
con tono aceitoso, El
caracter tostado domina
por completo, este ya no
presenta ni el aroma o los
sabores del café verde.

230 °C (446 °F), Tostado
Vienes

Color moderadamente café
oscuro, con brillo
superficial, Sabor
caramelizado, sin acides.
Toda caracteristica original
del café verde ha sido
eclipsada por el tostado a
este nivel.

245 °C (473 °F), Tostado
Italiano

Color casi negro y brillante,
Aparicion  de  algunos
granos con quemadura.

Tabla 8 llustraciones y temperaturas de los diferentes tostados del café.
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Al principio de la aplicacion del calor, el color de los granos verdes pasa a amarillo,
luego a marron canela. Es en ese momento cuando el grano pierde humedad, los
granos experimentan una pérdida del 28% de su peso debido a la perdida de agua
y los compuestos que se volatilizan. Posteriormente aumentan el tamafio de su
volumen debido a que se liberan los compuestos volatiles y se produce diéxido de
carbono (Subproducto de la reaccion de Maillard) (Eduzan, 2015). Cuando la
temperatura en el interior alcanza alrededor de 200 °C, salen los aceites de los
granos. En general, cuanto mas aceite hay, mas sabor tiene el café.
Posteriormente comienza un proceso exotérmico siendo este el paso final (Raemy,
1982). La tabla 8 muestra como cambia una muestra de café verde de Brasil
expuesta a distintas temperaturas (Kennet, 2001).

3.1.2. Cambios en la composicion quimica debido al proceso de
tostado

Durante el proceso de tostado existen dos procesos paralelos que cambian los
componentes del café una de ellas es la formacion de fracciones de alto peso
molecular las cuales son en su mayoria melanoidinas. La segunda es la reduccién
de los polifenoles ya sea por oxidacion.

a) Melanoidinas

Las melanoidinas son el producto final de la reaccion de Maillard, esta reaccion se
da por diferentes razones entre la degradacion de azucares y compuestos con un
grupo amino libre. Son generalmente definidas como compuestos color café de
alto peso molecular que contienen nitrégeno (Wang, 2011).

Durante el tueste, polisacaridos como las arabinoglactosas, polifenoles, proteinas
y aminodcidos libres se unen covalentemente unos con otros formando las
melanoidinas. La severidad del proceso incrementa la complejidad afiadiendo mas
y mas compuestos (Sily, 2010). En productos a base de café, las melanoidinas
han sido estimadas en una concentracion del 29% de la materia seca. Estos
generalmente se cuantifican gracias a su coloracion café con el analisis de diluciéon
de color.
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A pesar de los esfuerzos realizados para describir la estructura de las
melanoidinas del café, ain es desconocida. Ya que debido a la gran cantidad y
diversidad de sus estructuras existe gran dificultad en separar las distintas
fracciones de las mismas. Sin embargo se han podido extraer diferentes
poblaciones de las melanoidinas basados en la naturaleza aniénica de los mismos
utilizando cromatografia de fraccidbn anddica sobre fracciones obtenidas a través
de etanol (Nunes, 2007).

Debido a su complejidad estructural muchas de las melanoidinas no son solubles
en agua o solventes organicos por lo que no llegan al cuerpo al momento de
ingerir tazas de café y no contribuyen a ninguna funcion biolégica (Vitaglione,
2012).

Algunos estudios han demostrado que arabinogalactantes en forma de proteinas y
Galactomamantes forman parte de las principales melanoidinas. (E.K.Bekedam,
2007).

(a)

Dl ¢

Legend:
Ac pcetylated @ Mannose @ Glucose /A Rhamnose
é Lol (O Galactose @ Arabinose € Glucuronic acid

Figura 16 llustracion de melanoidinas compuestas de Galactomananos (a) y
Arabinogalactantes (b) (Figura tomada de Moreira, 2012).
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Aunque algunas caracteristicas de las Melanoidinas en café han sido reconocidos,
los mecanismos que involucran su formacion aun no han sido comprendidos.
Basados en estudios de modelado, existen tres teorias para su formacion que se
mencionan a continuacién (Nunes, 2010).

1) Las melanoidinas son formadas mediante polimerizacién (por reacciones de
policondensacion) de compuestos de bajo peso molecular productos de la
reaccion de Maillard, como furanos y pirroles, formados en avanzadas etapas de
la reaccién (Hayase, 2006).

2) Las melanoidinas derivan de compuestos de bajo peso molecular de la
Reaccion de Maillard y se unen a proteinas mediante cadenas de amino&cidos
como lisina, arginina y cisteina.

3) El esqueleto de las Melanoidinas esta compuesto principalmente por productos
de la degradacion de azucar, formados en las primeras etapas de la reacciéon de
Maillard y polimerizados a través de condensacion aldolica (Hofman, 2002).

Galactomannans

A b A A -
Debranching Proteins
Depolymernizaton
Polymerization (Tran sglycosylation) C
Modification of the reducing end (Y
&8

e—————————————— Hr r(
Denaturation \
Depolymerization
Maillard reaction
Phenalic condensation

Chlorogenic

o

acids £
e |
Oxidation

Decarboxylation
Cyclizaton o
Polymerization
\l,;—\,N
HOOG, o~
ik
Debranching Legend:
Depolymerization @ Mannose
Reaction of protein moiety Ao
Loss of protein moiety . Acetylaled mannose
O Galactose
@ Glucose
@) Arabinosa

A Rhamnose

& Gilucuronic Acid

M Maillard reaction adduct

4@ Unknown covalent inkage

[> Thermally modified arabincse side chain

Unknown material

Arabinogalactan-proteins

_—
p S{f‘,}m'j") Polypeptide chain fragment

Figura 17 Formacion y compuestos principales de las poblaciones de los
taninos (Figura tomada de Moreira, 2012).
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BEANS cup

" D -
COFFEE 1) b ~— '
raw roasted espresso filtered
Concentration (mg/g) Concentration (mg/mL)
8-120 0.16-48.0 3.2-3.7 1.1-1.9
Amount(mg)
Chlorogenic 96- 111 143- 247
acids reaching the colon K~70%
67-78 100- 173
Neveu et al.?6; Maeztu et al.?7; Stal h et al.*%; Campa et al.%2; Fujioka and Shibamoto 53
Concentration (mg/g) Concentration (mg/mL)
none 72.0 2.2 1.8
Amount(mg)
Melanoidins 66 234
reaching the colon K 100%
66 234
Fogliano and Morales ?*

Figura 18 Concentracion de &cidos clorogénicos y melanodinos en café verde y
tostado y en tazas de café filtradas en expreso (Vitaglione, 2012).

b) Reaccién de Maillard

La reaccién de Maillard es una reaccion quimica entre aminoacidos y azucares.
Generalmente se presenta en el tostado de alimentos la cual brinda sabores
distintivos y un color café. Esta reaccion tipicamente procede de 140 a 165°C. A
temperaturas mas elevadas la pirolisis es mas pronunciada que la reaccion de
Maillard.

El grupo carbonilo reactivo de los azucares reacciona con el grupo amino de los
aminoacidos el cual tiene un caracter nucleofilico, lo que forma una compleja
mezcla de moléculas. Este proceso es acelerado en un ambiente alcalino,
posteriormente los grupos amino son desprotonados y nuevamente es posible un
ataque nucleofilico. Lo que da origen a multiples compuestos y moléculas
(Morrison, 1998).
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Figura 19 Primera fase del Mecanismo de la Reaccion de Maillard

Esta reaccién resulta de las reacciones e aminas, aminoacidos, péptidos y
proteinas con grupos carbonilos de azucares reducibles, y esto lleva a la
formacion de pigmentos cafés o polimeros con color llamados melanoidinas.

La reaccion de Maillard se divide en tres etapas: a) la condensaciéon de azucares
con aminas para formar una base de Schiff y el re-arreglo de Amadori, b)
deshidratacion y fragmentacioén de azucares y la degradacion de aminoéacidos, y ¢)
condensacion Aldolica y polimerizacién de aminas y aldehidos.

La primera reaccion de una aldosa o una cetosa con un grupo amino presente en
proteinas u otras moléculas lleva a una glicosalamina n-sustituida o una cetosil-
amina N-sustituida, respectivamente. El primer paso es seguido de la formacion de
un arreglo de Amadori (1-amino-1-deoxi-2-cetosa) o un producto del re-arreglo de
Heyns (2-amino-2-deoxialdosa), respectivamente. El paso donde ocurren el
arreglo de Amadori o el de Heyns es conocido como “glicacién”.
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La formacién de productos de Amadori (Compuestos con color) es seguida de la
formacion de una gran cantidad de compuestos carbonilicos no saturados
producidos por la deshidratacion del azucar y la fragmentacion del mismo.
Posteriormente sucede la degradacion de Strecker. La degradacion de azucares y
aminoacidos es la mayor fuente de compuestos carbonilicos de bajo peso
molecular. Estos compuestos carbonilicos pueden ser precursores de las
melanoidinas. Los azucares reductores pueden reaccionan con lipidos y acidos
nucleicos para formar bases de Schiff y productos de Amadori, y
subsecuentemente melanoidinas (modificaciones quimicas irreversibles, unién
covalente con proteinas y coloracion café). Si la oxidacion acompafa la glicacién o
la formacién de compuestos de Amadori, entonces los productos son conocidos
como productos de glicoxidacion. (Por ejemplo la pentosidina union entre arginina
y lisina). El producto donde no existe oxidacion es el melanoidinas a pirralina. La
peroxidacion lipidica forma glioxal que puede ser formado en la reaccion de
Maillard como melanoidinas. (Yrjo H, 2017).

En la figura 20 se presenta un esquema de los caminos que pueden ocurrir en la
reaccion de Maillard.

Initial stage (cond.)
aldose  + amino condensation Nsubstituted 1O
sugar compound < glycosylamine z
1
Amadori rearrangement
Intermediate stage
sugar dehydration 1-amino- 1-deoxy-2-ketose N + cc-almmo acid
-3H,0 pH=7 -2H, O |pH =7 (Amadori product) i amino acid
N o S degradation
. - . . ' sugar fragmentation | ]
Schill base ol reductones ' L pH =7 | (Strecker degradration)
HMF or furfural - ; :
— -2H |1+ 2H ' Fission products :
- “m'“l_‘l? BOI'“I"- dehvdro | (acetol, diacetyl, | CO, + aldehyde |
+ JER > . )
~l«2 reductones pyruvaldehyde, etc.) E + amino
Final stage '8 comp.
| EMF or furfural |- ST 8¢ | dolcond. | o |,
— ! aldol cond. B = =] E
= . ! W = = -
-2 + amino comp.yaldol cond. = G
-m P BECR SN - "§ aldos & N-free polymers |< 1 ¥ =
E.N - v \
Y —— |+ amino . -
2 E £ | comp. aldimines or | aldimines |
~5 = ketimines
= v ) v

Melanoidins and advanced glycation end products (AGEs)
[brown nitrogenous polymers & copolymers (highly yellow-brown colored products)]

Figura 20 Esquema de los caminos que pueden ocurrir en la reaccion de
Maillard (Figura tomada de Yrjo H, 2017).
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lll. Espectroscopia, Absorbancia y Transmitancia.

Los métodos para la cuantificacion de sustancias quimicas en este trabajo se
realizaron por métodos espectroscépicos, por o que se anexo un breve resumen
de los fundamentos del mismo.

4.1 Descripcién general

El espectro electromagnético es el conjunto de diverso tipos de ondas en un
intervalo de frecuencias y longitudes de onda. El espectro electromagnético es la
clasificacion de estas ondas de acuerdo a su longitud de onda.

La luz visible es aquella parte del espectro que el ojo humano puede detectar. Sus
longitudes corresponden desde el rojo (A= 7x107" m) hasta el violeta (A= 4 x 107 m)
(Searway, 2008).

4.2. Cromoforos y auxocromos

Los Cromoforos son la parte o conjunto de &tomo de una molécula que provoca la
absorcién de radiacion y confiere color en el espectro. También son definidos
como substancias que tienen muchos electrones capaces de absorber energia o
luz visible y editarse para emitir diversos colores. (Skoog, 2008).

Los auxocromos son grupos funcionales que por si solos no producen absorciones
importantes, pero tienen el efecto de intensificar las bandas de absorcion (Skoog,
2008).

4.3. Relacion de la luz transmitida

Si se tiene una substancia y se le expone a una radiacion incidente (F,) la

substancia dejara pasar cierta cantidad de la radiacién la cual es la radiacién
transmitida (P). En este fendmeno pueden suceder tres resultados

a) La radiaciéon transmitida es igual a cero. Por lo que la sustancia es opaca.
b) La radiacion transmitida es igual a la radiacién incidente. La sustancia es
transparente
c) La radiacion incidente es mayor a la radiacion transmitida. La sustancia es
translucida.
La relacion entre la radiacion transmitida y la radiacién incidente se denomina
Transmitancia (T). La denominariamos como la cantidad de radiacion que logro

pasar a través de una sustancia. El inverso logaritmico de la Transmitancia se
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denomina Absorbancia (A). La cual es la radiacion absorbida, la cual es la
diferencia entre la radiacion incidente y la transmitida. Diferentes substancias por
sus diferentes caracteristicas presentan distinta absorbancia, la cual es utilizada

para identificarlas y calcular sus concentraciones (Skoog, 2008).

4.4. Espectroscopia

La espectroscopia estudio y la interpretacion de la informacion que proporcionan
los instrumentos para la deteccion de la estructura de las moléculas asi como la
presencia o ausencia de ciertos grupos funcionales (Morrison, 2001). La
espectroscopia por absorcion molecular en la regién ultravioleta y visible del
espectro se usa ampliamente en la determinacion cuantitativa de una gran
cantidad de especies inorganicas, organicas y biolégicas. Esta se apoya en la
radiacion electromagnética de la region de longitud de onda de 19 a 800nm.

Esta espectroscopia se basa en la medicién de la transmitancia o la absorbancia
de soluciones que tienen una longitud de trayectoria de un numero definido de
uno. Normalmente la concentracion de un analito absorbente se relaciona en

forma lineal con la absorbancia segun la ley de Beer.

Py
A= —logT= logF = sbe

En la siguiente tabla se explican los términos.
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Tabla9 Términos dela Ley de Beer

Término y simbolo Definicion
Potencia radiante incidente P, Radiacion en watts que incide en la
muestra
Potencia radiante transmitida. P Radiacion que transite la muestra
Absorbancia. A P,
log—
p
Transmitancia. T P
FI}
Longitud de la trayectoria de la Longitud de la celda.
muestra. B
Concentracion del analito. C Concentracion.
Absortividad Albc

(Skoog, 2008).

Las limitaciones de la ley de Beer tienen que ver con las concentraciones, debido
a que a altas concentraciones, el grado de las interacciones soluto-solvente,
soluto-soluto o los puentes de hidrogeno pueden afectar el ambiente del analito y
su capacidad de absorcién. Aunque el efecto de las interacciones moleculares no
es importante a concentraciones inferiores a 0.01 M, aparecen algunas

excepciones entre ciertos iones o moléculas organicas grandes (Skoog, 2008).
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2. JUSTIFICACION
El café contiene compuestos fendlicos y antioxidantes, ademas de tocoferoles,

resveratrol y tocotrienoles, los cuales tienen una alta capacidad reductora. Sin
embargo; en los procesos de tostado de café verde y obtencion de licores y
productos derivados (café instantaneo en polvo) los antioxidantes pueden
presentar reacciones quimicas que los transforman, potenciando o perdiendo su
poder antioxidante. Por ello es necesario hacer un analisis para cuantificar los
compuestos fendlicos y antioxidantes totales de muestras de café verde y café
sometido a diferentes tratamientos térmicos y discernir la formacion,
polimerizacion o degradacion de compuestos quimicos que se sintetizan o derivan
de los procesos. La propuesta de este trabajo esta enfocada en, determinar cual
de las muestras y procesos retienen en el café la mayor concentracion de
antioxidantes. Un producto elaborado con granos de café sin tostar, seria mucho
mas sano para los seres humanos y contribuiria de mejor manera para su dieta,
ademas de que se reducirian costos enormemente al utilizar estos granos verdes
pues ya no se requeriria de gasto energético para llevar a cabo el tostado. Es
necesario demostrar con reacciones quimicas y concentracion de componentes,
que efectivamente el café verde tiene mucho mas que aportar a nuestra dieta
diaria, puesto que el café tostado contiene menos concentracion de compuestos
antioxidantes. También se enfocé en tratar de mostrar si es que los compuestos
fendlicos y antioxidantes totales contenidos en el café se van perdiendo durante
los procesos de torrefaccion. Asi como los cambios que van ocurriendo en el café
y en los compuestos que se forman y cuales se pierden. Ademas de identificar
como las variables de tiempo de tostado y tempeatura de tostado afecta a las
concentraciones de los compuestos de interés.. Este trabajo a futuro sera la base
para el tratamiento de una mejor forma de producir y vender el café verde. Darle
una razon de peso al consumidor para optar por la opcion de los granos de café
sin procesar, tener un producto de mejor calidad, un producto de menor coste.
Este trabajo también ayudara a verificar la calidad de este café comparandolo con

los resultados de otros estudios.
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3. HIPOTESIS

Las muestras de café verde contienen mayor cantidad de compuestos
fendlicos, antioxidantes y taninos que el café tostado, variando
considerablemente la cantidad de los mismos en funcién de las variables

involucradas en el proceso.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General:

- Determinar la concentracion de compuestos fendlicos y antioxidantes

presentes en las muestras de café verde y café tostado.

4.2. Objetivos especificos:

- Determinar la concentracibn de compuestos fendlicos totales vy
antioxidantes de café verde.

- Determinar la concentracibn de compuestos fendlicos totales vy
antioxidantes de café verde sometido a diferentes temperaturas y tiempos
de tostado.

- Comparar la concentracion de compuestos fendlicos totales y antioxidantes
de café tostado en laboratorio, en comparacién con café tostado obtenido
industrialmente.

- Discernir la sintesis y degradacién de compuestos quimicos formados
durante el proceso de tostado de café verde a través del estudio de
reacciones quimicas ya conocidas.

- Proponer los posibles mecanismos de reaccion de compuestos quimicos

organicos formados durante el proceso de tostado del café verde.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales

Las muestras utilizadas fueron de la variedad: Cofeeaa arabica, subvariedad
tipica, las muestras fueron proporcionadas por Rancho Escondido, Ubicado en la
localidad San Marcos de Ledn, En el municipio de Xico, Estado de Veracruz

Se utilizaron dos muestras diferentes de la Cofeeaa arabica, café verde y tostado,
la Unica diferencia entre ellas es el proceso de tostado.

Café Verde: La muestra se corta de la mata, se descascara, se pasa por una
maquina despulpadora, la cual desprende la cascara del café. Las semillas del
café se separan, El café despulpado cae en tanques de fermentacién, proceso
dura de 12 a 72 horas, dependiendo de las condiciones climaticas. A continuacién
se lava y se seca, La muestra se almacena en costales de fibra natural sobre
tarimas de madera. Posteriormente se quita la cubierta y el café se pule.

5.2. Métodos
5.2.1 Tratamiento térmico de muestras de café

Café tostado: la muestra es el resultado de tostar el café verde. Se realiza usando
torrefactores de mantenedor, barriles recubiertos de acero inoxidable calentados
con flama directa. Las temperaturas de tueste van de los 190 a los 280 grados
centigrados o hasta 320°C para un tueste alto. El tiempo va de 20 a 60 min.

Posteriormente fueron pulverizadas en un molino Pulvex y se almacenaron lejos
de la luz y al vacio antes de someterlas a los siguientes procedimientos.

5.2.2. Extraccion de compuestos fendlicos y antioxidantes de
muestras de café

a) Método de extraccion |

Se tomaron 0.50g de muestra (con tres cifras significativas en la medicion) de café
verde y posteriormente se le adicionaron 20mL de etanol. La mezcla se agito y se
dej6é reposar durante 10 minutos, posteriormente se tomaron 0.1mL del extracto y
se colocaron en un vial ambar hasta la determinacion de compuestos fendlicos
totales y capacidad antioxidante.
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b) Método de extraccion Il

Se pesaron nuevamente tres muestras de café verde y tostado y se les
adicionaron 20mL de etanol. Las muestras se dejaron reposar 30minutos y
posteriormente se filtraron (solucion madre). Del liquido filtrado se tomaron 0.1mL
de cada una de ellas y se colocaron respectivamente en viales ambar. Se
prepararon muestras adicionales, tomando 0.05mL de solucién madre y también
se colocaron respectivamente en viales ambar hasta la determinacion de
compuestos fendlicos totales y antioxidantes.

c) Método de extraccién lll

De la misma forma que en el experimento anterior se tomaron muestras de
ambos cafés y se les adicionaron 20mL de etanol. En este experimento se dejo
reposar las muestras en el etanol por 24h, posteriormente se filtraron y se
colocaron en vasos de precipitado. Se tomaron 0.1mL de cada uno de los vasos
de precipitados y se colocaron en viales ambar hasta su determinacién de
contenido de compuestos fendlicos totales y antioxidantes.

5.2.3. Determinacién de compuestos fendlicos totales (método de
Folin-Ciocalteu).

a) Preparacion de la solucién de reactivo de Folin Ciocalteu

Se tomaron 0.5mL del reactivo de Folin (Hycel, S. A de C.V, México) y se llevd a
un volumen de 4.5mL con agua destilada dando como resultado una solucion
diluida (FD). Este procedimiento se repitié6 para preparar las soluciones FD en
cada una de las determinaciones realizadas para este trabajo. Se tomdé una
alicuota de cada extracto realizado de acuerdo a lo que se indica en el apartado
6.2.2. y se adicionaron 0.75mL de solucién FD, se dejé reposar 5minutos. Una vez
terminado el reposo se le adicion6é 0.75mL de NaHCOg;, se agito y se dejo reposar
durante 90minutos (tiempo en el que se lleva a cabo la reaccion). La absorbancia
de las muestras se determin6 en un espectrofotometro de UV-Vis (Cientifica Vela
Quin, VW 5600UV, Alll2001, México). (Se coloco el aparato a 750nm y se ajusto a
cero con la solucion FD). Este procedimiento se llevd a cabo en todas las
muestras para determinar la concentracion de compuestos fendlicos totales en
alicuotas de extractos de café verde y tostado. Los datos fueron ajustados a una

curva de calibracion de acido galico como se muestra en el anexo 1
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5.2.4. Determinacién de capacidad antioxidante por el método del
radical ABTS
Se pesaron exactamente 0.0065¢g de persulfato de potasio en un vial ambar y se
adicionaron 0.0384g de ABTS (Sigma, S. A de C.V, E.U.A.). Posteriormente se
adicionaron 10mL de agua. La solucion preparada y se dejo reposar 24 horas en
refrigeracion constante (5+1°C). Posteriormente se tomaron 0.5mL de la solucion
anterior y se aforé a un volumen de 25mL con etanol anhidro (solucién madre). De
la solucibn madre se tomaron 1.98mL y se colocaron en una celda de cuarzo. Una
alicuota de cada una de las muestras preparadas mediante los métodos de
extraccion I, Il 'y Il y la absorbancia de las muestras se determin6é a 734nm en un
espectrofotometro de UV-Vis (Cientifica Vela Quin, VW 5600UV, AIlll2001,
México).
Previamente a la determinacién, la soluciébn madre se ajusté hasta obtener una
absorbancia constante (0.700+0.02) por lo menos hasta 7 minutos. A los datos
obtenidos de cada una de las muestras se resto el efecto del etanol en la solucion
madre, y se considerd para los célculos, sin embargo este no fue significativo. (Los
resultados de estos experimentos se muestran en la siguiente tabla). Cabe
mencionar que los datos obtenidos fueron ajustados a una curva de calibracion de

Trolox, que se encuentra en el anexo 2.

Tabla 10 Comprobacion de la estabilidad de la soluciéon madre y
absorbancia de la solucién madre con etanol.

Absorbancia Solucion Tiempo (minutos) Absorbancia de la
Madre (nm) solucion madre + etanol

(hm)
0.719 0 0.716
0.719 1 0.714
0.720 2 0.716
0.717 3 0.713
0.716 4 0.710
0.717 5 0.709
0.716 6 0.706
0.716 7 0.707
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5.2.5. Determinacion de la capacidad antioxidante por el método
DPPH.
Se pesaron 0.0025mg del reactivo de DPPH y se aford hasta 100mL con metanol
(Solucion DPPH). A 3.9mL de solucion DPPH se le adicionaron 0.05mL de los
extractos obtenidos en el apartado 6.2.2. y la absorbancia se determiné al tiempo
inicial y después de 30 minutos de reposo a una absorbancia de 517nm. Cabe
mencionar que para los calculos se consideré el efecto del disolvente de
extraccion contenido en las muestras. Los datos de absorbancia fueron ajustados

a las curvas de calibracion que se muestran en el anexo 3.

5.2.6. Determinacién de taninos condensados

Se pesaron 10+£0.1g dos muestras de café verde y dos de café tostado. Tratadas
de la misma forma que en los procesos descritos en el punto 6.2.2. Se adicionaron
10mL de agua y 10mL de etanol y se le adicion6 agua caliente a 60°C. Este
meétodo se realiz6 de acuerdo a una variacion del Método de Stiasny (Rosales,
2003).

Debido a que la temperatura puede ser la causa de la degradaciéon de Taninos se
realiz6 un segundo experimento donde en lugar de agua caliente se utilizé6 agua a

temperatura ambiente.

5.2.7. Estudio de la influencia del tiempo y temperatura en el proceso
de tostado
Con la finalidad de describir de qué manera influye la temperatura, asi como el
tiempo a los que se expone el café en el proceso de tostado, se llevaron a cabo
pruebas con temperaturas del horno de 100, 150, 180, 200, 250 y 300°C y se
llevaron a cabo pruebas con tiempo en el horno de 90, 120, 150, 180, 210 y 240
minutos. En el primer experimento, se sometieron las muestras a una temperatura
variable, manteniendo el tiempo constante, mientras que en el segundo, se
mantuvo constante la temperatura y el tiempo de exposicién de la muestra a la

temperatura fue variable.
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a) Ensayo de tiempo variable, y temperatura constante

Se tomaron muestras de café verde, se registraron los pesos y posteriormente se
colocaron en un horno de conveccion (San Son, Convection Plus HCXI, México) a
una temperatura de 150°C. Cada 30 minutos se retir6 una muestra del horno y se
almacend en bolsas herméticas hasta su posterior analisis. Las muestras se
extrajeron de acuerdo al procedimiento descrito en el apartado 6.2.2. y se
analizaron respecto a su contenido en compuestos fendlicos totales, capacidad
antioxidante y taninos.

b) Ensayo de temperatura variable

Se tomaron muestras del café verde, se registraron los pesos y se colocd cada
muestra a una temperatura diferente por 30 minutos, en intervalos de 100 a 300°C
(100, 150, 180, 200, 250, 300°C). Las muestras se extrajeron con etanol y se
dejaron reposar 24 horas. Posteriormente se realizaron los analisis
correspondientes a contenido de compuestos fendlicos totales, antioxidantes y

taninos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Contenido de compuestos fendlicos totales por el método de Folin-
Ciocalteu

a) Resultados de compuestos fenodlicos extraidos por el método |

Los resultados del experimento | se presentan en la taba 11

Tabla 11 Absorbancias encontradas por método de Folin-Ciocalteu,
Experimento I

Ensayo Muestra Absorbancia
1 Café Verde 1.68
2 Café Verde 1.586
3 Café Tostado 0.833
4 Café Tostado 0.664

Como se puede observar, la concentracion de compuestos fendlicos totales
excedia el valor de 1, por lo que no cumplia con la ley de Beer, las muestras no
fueron filtradas y contenian ademéas una alta concentracion en compuestos, los
sélidos dispersos no permitieron una determinacion adecuada. Por lo tanto, se
procedié a modificar el método de extraccion, sin embargo; de este experimento
se puede apreciar claramente que existe una diferencia importante en las
concentraciones de compuestos fendlicos que presentan del café verde con
respecto al café tostado el cual fue sometido a calentamiento que va de los 190 a
los 280 grados centigrados El tiempo va de 20 a 60 min. Esto se debe que al
encontrarse una concentracion de compuestos fenolicos mayor en la muestra,
reducen totalmente al reactivo de Folin, el cual en su forma reducida presenta una

absorbancia de mayor intensidad (Garcia, 2003).

b) Resultados de compuestos fendlicos extraidos por el método Il
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En la tabla 11 se presentan los resultados de concentracion de compuestos
fendlicos totales con los extractos obtenidos por el método de extraccion i,
utilizando 0.1mL del extracto.

Tabla 12 Concentracion de compuestos fendlicos totales por el método
de Folin-Ciocalteu

Muestras mg Concentracion | Desvia | Muestras mg Concentracion | Desviacién
0.1ml de mg de acido ciéon 0.05mL de mg de acido Estandar
acido | galico (AG)/9 | Estan acido | galico (AG)/g
galico de café dar galico de café
(AG) (AG)
V1 2.288 91.53 7.18 V1 1.37 54.83 3.08
V2 1.935 78.14 7.18 V2 1.29 51.69 3.08
V3 2.333 89.35 7.18 V3 1.20 48.66 3.08
T1 1.564 62.58 7.47 T1 1.27 50.96 4.46
T2 1.889 75.56 7.47 T2 1.30 52.25 4.46
T3 1.566 62.66 7.47 T3 1.09 43.95 4.46
Promedio | 2.185 86.34 7.18 | Promedio | 1.28 51.72 3.08
V \
Promedio | 1.673 66.93 7.47 | Promedio | 1.22 49.05 4.46
T T
V: muestras de café verde T: muestras de café tostado A.G: Acido Galico

En este experimento se puede observar que las muestras filtradas presentaron
valores menores de absorbancia, en comparacion con el método de extraccion 1.
Esto indica que los remanentes de solidos eran los que alteraban los resultados de
manera significativa.

Comparando los resultados de las muestras de 0.1 y 0.05 se observa que la
concentracion de mg de AG en promedio es la mitad del otro.

En las muestras de 0.1mL de las muestras de café verde en promedio presentan
20mg de AG /g de café mas que los del café tostado.

En todos los casos se observa que el café verde tiene una mayor concentracion
de compuestos fendlicos que el tostado.
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Experimento Il

Nuevamente se observa que las muestras de café verde presentan valores mas

altos, en comparacién con las de café tostado, con una diferencia de 20mg de A.
G/g de cafée.

Tabla 13 Resultados de concentracion Método Folin-Ciocalteu,
Experimento lll.

Muestra | mg Ag | Concentraciéon | Muestras | mg Ag | Concentracién
0.1ml mg Ag/g de café | 0.05ml mg Ag/g de café

Verdel 2.316 92.66 Verdel 0.997 39.91
Verde2 2.153 86.12 Verde2 1.225 49.03
Verde3 2.296 91.85 Verde3 1.1 44.03
Tostadol | 1.519 60.56 Tostadol | 0.762 30.48
Tostado?2 1.52 60.8 Tostado2 | 0.731 29.27
Tostado3 | 2.153 86.12 Tostado3 | 0.758 30.32
Promedio | 2.255 90.21 Promedio | 1.107 44.32
Verde Verde
Promedio | 1.730 69.16 Promedio | 0.750 30.02
Tostado Tostado

A continuacién se muestra una tabla que recopila los promedios del experimento Il

y I,
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Tabla 14 Resultados generales del método Folin-Ciocalteu.

Muestras Concentracion Molaridad %de Desviacioén
compuestos Fendlicos en | estandar.
fendlicos / muestra.
gramos de café
Il, Verde, 0.1 86.34 21.58 8.63 2.00
I, T%S;ado’ 66.93 16.67 6.69 4.51
2.00
Il, Verde, 0.05 51.52 25.75 8.46
I, Tostado, 4.51
0.05 49.05 24.88 6.00
Il Verde, 0.1 90.21 22.53 9.02 2.00
i, T‘(’)Sltado’ 69.16 16.10 6.91 4.51
I, Verde, 2.00
0.05 44 .32 21.46 8.86
Ill, Tostado, 4.51
0.05 30.02 15.06 6.00

El porcentaje de compuestos fendlicos en las muestras de café verde
determinados experimentalmente, son similares con los reportados en la literatura
(Farah, 2006), mientras que si comparamos la concentracion de compuestos
fendlicos en mg nos damos cuenta que esta muestra de café verde contiene
similar concentraciéon de compuestos fendlicos (Vitalione, 2012). Aunque otros
estudios reportan que hay menor concentracion de compuestos encontrados en
este estudio (Margarita, 2013). Si comparamos la concentracion de compuestos
fendlicos del café tostado con los reportados en la literatura (Vitaglione, 2012),
observamos que tiene el doble de concentracion. Comparando la concentracién de
compuestos fenodlicos en ambas muestras, observamos que las muestras de café
verde presentan un 2% mas de compuesto fenolicos por gramo de muestra que
las muestras de café tostado, en casi 20 mg mas. Esto nos indica dos
posibilidades; que estos compuestos fendlicos se transforman por oxidacién a

quinonas; o bien en melanoidinas por medio de la reaccion de Maillard.
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6.2. Resultados de actividad antioxidante por el radical ABTS

Para la determinacion de actividad antioxidante por el método de actividad
antioxidante del radical ABTS, se utilizd la siguiente ecuacion para determinar el

porcentaje de inhibicidn de los compuestos, mediante la siguiente ecuacion.

Ast, — Ast;

Adt, —Adtf)

U4 Inhibicion =
Ast, — ( Adt,

X 100

Dénde:

Asty y Ast; Es la absorbancia de la muestra a tiempo inicial y final

respectivamente.

Adt, ¥ Adt; Es la absorbancia del disolvente a tiempo inicial y final. En este trabajo
estos valores son de Etanol anhidro, los valores correspondientes son

adt, = 0716 y Adty = 0.707

Tabla 15 Resultados de actividad antioxidante por el método ABTS

Muestra %Inhibicion mM de mM trolox/g de | Desviacion
Trolox café Estandar

Verdel 29.53 6.36 254.70 1.24
Verde2 29.79 6.42 257.02 1.24
Verde3 32.29 6.98 279.33 124
Tostadol 15.36 3.20 128.30 1.93
Tostado2 11.83 2.42 96.81 1.93
Tostado3 16.35 3.42 137.13 1.93
Pro;nedlo 30.53 6.59 263.62
Verde 1.24
Promedio 14.51 3.01 120.71 1.93
Tostado
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En la tabla 12 se muestran los resultados de actividad antioxidante por el radical
ABTS. Los resultados se expresan en mmoles de Trolox, ya que se utilizd una
grafica de mmoles de trolos contra porcentaje de inhibicion (Anexo 2) para calcular
las concentraciones.

Las concentracion de antioxidantes en las muestras de café verde concuerdan con
lo reportado en la bibliografia (Margarita, 2012). La capacidad antioxidante de las
muestras de café verde son en promedio mas del doble de la que presentan las
muestras de café tostado. Esto es un indicador de que al término del proceso del
tostado se perdieron compuestos con capacidad antioxidante, esto mayormente
debido a la reaccion de Maillard y a las degradaciones que sufren los compuestos
con capacidades antioxidantes, los cuales se degradan para convertirse en
melanoidinas y en caso de que las condiciones de tostado sean muy severas se
convierten en productos derivados de la degradacién de azlcar y posteriormente
en productos de una pirolisis.

La metodologia para determinar la capacidad antioxidante por este método se
basa en el ensayo ABTS o protocolo TEAC, el cual se basa en que una muestra
reaccione con el ABTS. (Vitaly, 2005).

6.3 Resultados de actividad antioxidante por el método de DPPH

En la tabla 16 se muestran los resultados de actividad antioxidante por el método
de DPPH en café verde y tostado.
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Tabla 16 Resultados de actividad antioxidante por el método de DPPH.

Muestra Concentracion Concentracion mg Desviacion
miligramos AC acido citrico/gramos estandar.
de café
Verdel 37384.62 37.38 21.78
Verde? 46923.08 46.92 21.78
Verde3 48153.85 48.15 21.78
Tostadol 17384.62 17.38 9.41
Tostado? 20153.85 20.15 9.41
Tostado3 18000 18 941
Promedio Verde 44153.85 44.15 21.78
Promedio 18512.82 18.51 9.41
Tostado

Del experimento anterior se observa que la capacidad antioxidante de la muestra
del café verde es mucho mayor que la del café tostado. Estos resultados nos
indican que el proceso de tostado al cual fue sometida la muestra de café tostado
provoco que la capacidad antioxidante disminuyera. Si analizamos el porcentaje
en promedio de la muestra que se obtuvo de este experimento en el café verde y
la comparamos con el porcentaje que se obtuvo en el método de Folin (Tabla 15)
se observa que el porcentaje es casi el mismo, lo cual indica que son los
compuestos fendlicos los responsables de la capacidad antioxidante de la
muestra. Sin embargo si comparamos los porcentajes del promedio de la muestra
del café tostado de este experimento con los de Folin (Tabla 17). Observamos que
existe una diferencia de 2.8%. Las observaciones anteriores nos indican que en un
inicio la capacidad antioxidante y los compuestos fendlicos son los mismos, pero
una vez terminado el proceso del tueste estos compuestos presentan varias
transformaciones como son la oxidacion del anillo aroméatico y las reacciones de
Maillard. Estos procesos ocurren paralelamente y una prueba de ello es la

diferencia en capacidad antioxidante y compuestos fenélicos después del tueste.
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Debido a que las reacciones de Maillard como se ve en la figura 38 dejan intacto el
anillo aromatico, Es la oxidacion de los compuestos fendlicos lo que transforma
este anillo. Esto significa que los productos de las reacciones de Maillard, no
afectan la concentracion de compuestos fendlicos, sin embargo si cambia la

concentracion de compuestos con capacidad antioxidante.

6.4 Resultados del ensayo de taninos condensables

En la tabla 17 se muestran los resultados de tantinos en las muestras de café
verde y tostado. Se calcul6 los miligramos de Taninos por gramo de café (De
acuerdo al anexo 4).

Tabla 17 Determinacion de Taninos, Resultados Generales.

Muestra Gramos de mg Taninos / g. de | % de Taninos en
taninos en la café Muestra
muestra
Verde con calor 0.1986 19.86 1.986
Tostado con calor 0.0058 0.58 0.058
Verde sin calor 0.1366 13.66 1.366
Tostado sin calor 0.0774 7.74 0.774

Se observo que las muestras con las reacciones cambiaron de color rapidamente
a una coloracién mas pélida.

De los resultados en la tabla anterior se observa que el porcentaje de taninos en la
muestra estd dentro del promedio establecido por la literatura (Del 0.8-2.8%,
Rojas, 2003). La diferencia que existe entre los taninos en la muestra de café
verde y tostado es mayor en todos los experimentos, esto se explica de la
siguiente manera: los taninos presentes en el café son compuestos grandes
formados de mas de tres unidades de acidos clorogénicos por lo que estos
compuestos se degradan facilmente en las unidades correspondientes de acidos
clorogénicos. De ahi pierden su identidad como taninos, los taninos se van
degradando por la oxidacion de los anillos aromaticos en su estructura para formar

una quinona y dos equivalentes de compuestos fendlicos.
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Se observa también que el uso de agua caliente como medio de extraccion
aumenta la concentracion de taninos en gran medida. El calor provoca que los
acidos clorogénicos sencillos comiencen a polimerizarse y generar mayor cantidad
de taninos (Farah, 2006).

En contraste con el café tostado el calor del agua para su extraccién en esta
muestra mostr6 un decremento en la concentracion de taninos, lo que indica
(respaldado por los resultados de Folin, Tabla 14) que los taninos en el café verde
y en el tostado no son los mismos, ademas de que la cantidad de compuestos
fendlicos libres ya no es alta por lo que, si bien existe el calor necesario para la
extraccion ya no existen los compuestos para formar mas taninos y los pocos que

se encontraban aun presentes fueron degradados por este mismo calor.

6.5. Efecto del tiempo y temperatura en el proceso de tostado en los
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante.

En la figura 21 se observan las muestras de café verde sometidas a diferentes

tratamientos de tostado del café verde.
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Figura 21 Fotografia de las muestras a diferentes tiempos en el horno,
empezando en la izquierda superior avanzando hacia la derecha, muestra
100, 150, 180, 200,250 Y 300°C respectivamente.

De las muestras sometidas a diferentes temperatura se pueden apreciar los
cambios de color que van ocurriendo conforme la temperatura aumenta, este
cambio de color es debido a la generacion de melanoidinas producidos por la
reaccion de Maillard, dicho cambio inicia a partir de la segunda muestra (150°C),
posteriormente se observa que conforme se eleva la temperatura, el color se
intensifica hasta convertirse en un color negro intenso (a 250°C) y finalmente

comienza la aparicion de cenizas las cuales muestran pirolisis.

a) Efecto del tiempo en la concentracion de compuestos fendlicos totales

De la misma forma que en la parte anterior de este trabajo para calcular las
concentraciones de los compuestos fendlicos se utilizé una curva de acido galico y
el mismo procedimiento, de lo cual se obtuvieron los siguientes resultados.
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Tabla 18 Concentraciéon de compuestos fendlicos totales a diferentes
tiempos de horneado de café verde

Tiempo rggnrir?g)tos en el mg de A.G. / gramos de café %de Fenclicos en la
muestra.
90 93.14 9.31451613
120 86.37 8.63709677
150 83.70 8.37096774
180 81.85 8.18548387
210 81.29 8.12903226
240 78.54 7.85483871

Se graficaron los resultados contra los ya obtenidos.

Comparacion de mg de Fenolicos, Efecto
de tiempo en Folin

95
. 90 - verde
E 85 i m90
o 80 +] ® 120
5754
o W 150
- 70 _/
bD
W 180
€ 65 +
60 m210
& O W 240
B NSRS
K &
* W tostado

Tiempo de tostado

Figura 22 Comparacion de mg de fendlicos, Efecto de tiempo en Folin,

En la figura anterior se muestra un ligero aumento en la concentracion de

compuestos fendlicos en el minuto 90, esto indica que a esta temperatura no
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existe degradacion de compuestos fendlicos por el contrario podrian estarse
sintetizando nuevos componentes lo cual aumenta su potencial antioxidante, esto
indica que este tiempo de tratamiento durante el proceso de tostado en el horno
promovié no solo la sintesis de compuestos, si no la migracion de estos fendlicos
hacia el disolvente de extraccion. En el tratamiento efectuado a temperatura de
120°C comienza la degradacién de los compuestos fendlicos, esta degradacion es
constante. Lo que indica que una temperatura de 100°C con el paso del tiempo
logra la perdida de los compuestos fendlicos de forma semi-lineal.

También podemos observar que el café tostado (barra anaranjada) cuyo calor fue
aplicado por el tratamiento descrito en el apartado 6.2.1 tiene una cantidad mucho
menor de compuestos fendlicos totales que todas las muestras tratadas en el
Horno de conveccidon aun comparada con las muestras que estuvieron mayor
tiempo en el horno. Por lo que las condiciones industriales demuestran ser mucho
mas severas.

b) Efecto de tiempo de tostado en la capacidad antioxidante por medio del
método ABTS

En la tabla 20 se muestran los resultados de capacidad antioxidante de las
muestras de café verde sometidas a diferente tratamientos térmicos durante 240
minutos.

Tabla 19 Capacidad antioxidante por método ABTS de café verde a
diferentes tiempos en el horno.

Tiempo (minutos %Inhibicion mM de Trolox mg de Trol,ox/g

en el horno) de café
90 94.97 20.96 838.55
120 87.46 19.28 771.49
150 15.77 3.29 131.96
180 12.92 2.66 106.55
210 24.46 5.23 209.48
240 4.06 0.68 27.56
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De acuerdo a la figura 24 y a la tabla 19 podemos observar primeramente que la
capacidad antioxidante aumenta a los 120°C. Esto corresponde a lo reportado con
la literatura la cual indica que la capacidad antioxidante aumenta en el proceso del
tostado y posteriormente disminuye (Moreira, 2012). En la figura 24 se observa un
gran incremento en la actividad antioxidante a los 90 y 120 minutos comparado
con el café verde y como el café tostado contiene mayor cantidad de capacidad
antioxidante que las muestras al tiempo 240minutos.

Este aumento de actividad antioxidante nos indica que existe transformacion de
compuestos, es debido a la formacion de melanoidinas lo que explica el aumento
en la actividad antioxidante, pues estas presentan capacidad antioxidante. Este
efecto también se debe en parte a la formacidn de lactonas y la isomerizacién de
los &cidos Clorogénicos, pues a estas temperaturas es posible la formacion de
dichos compuestos, los cuales son mas estables que sus predecesores por lo que
son mas resistentes a la degradacion. Posteriormente existe una caida en la
grafica, que corresponderia con el término de formacién de las lactonas y
melanoidinas y comienza con la sintesis de productos de peso molecular bajo
debido a las reacciones de Maillard (Yrhjo, 2017).

Al tiempo de 200 minutos existe un ligero incremento de la capacidad antioxidante,
el cual nuevamente es explicado por la formacion de melanoidinas de mayor
tamafo y por productos de cadena sencilla de la reaccién de Maillard los cuales si
bien ya no son compuestos fendlicos si presentan actividad antioxidante.
Finalmente existe una caida en la actividad antioxidante.
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Comparacion mmoles de Trolox,
Efecto de tiempo en ABTS
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Figura 23 Comparacion de mg, Efecto de tiempo en ABTS

Se observa de igual manera en la figura 25 que el café tostado (barra anaranjada)
cuyo calor fue aplicado por el tratamiento descrito en el apartado 6.2.1 tiene una
cantidad de mmoles de Trolox mucho menor a las muestras tratadas en el Horno
de conveccidén que presentan el mismo tiempo a exposicion con la llama. Lo que
muestra que las condiciones fueron mucho méas adversas para que exista una

concentracion de mmoles de Trolox.

c) Efecto de tiempo de tostado de café verde en la capacidad antioxidante
por el método DPPH

En la tabla 20 se muestran los datos de capacidad antioxidante de las muestras de

café verde tostado a diferentes tiempos, por medio del método DPPH. Los

resultados estan expresados como mg de &cido citrico por gramo de café.
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Tabla 20 Capacidad antioxidante por método DPPH de café verde a
diferentes tiempos en el horno.

Tiempo rfgnri:g)tos en el g A.C. mg AC/g de café
%0 59.42 47.53
120 78.65 62.92
150 42.11 33.69
180 72.88 58.30
210 60.96 48.76
240 15.96 12.76
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Figura 24 Comparacién de mg A.C./ g de café, Efecto de tiempo en DPPH

Si bien es cierto que ambos métodos determinan actividad antioxidante, los

reactivos utilizados en los mismos se comportan de diferente manera esto es

debido a que el ABTS reacciona con cualquier compuesto aromatico hydroxilado

independientemente del verdadero potencial oxidativo. De hecho la prueba de

ABTS se reduce a la reaccion del mismo con grupos aromaticos OH, incluyendo

grupos OH, que no contribuyen realmente a la antioxidacion.
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Mientras que el DPPH es mas selectivo que el ABTS, ya que el DPPH reacciona
solo con OH activos y no reacciona con flavonoides (los cuales solo tiene grupos
OH en anillos b) ni con &cidos aromaticos que contienen solo un grupo OH. (Vitaly,
2003).

Finalmente se observa que el café tostado (barra anaranjada) cuyo calor fue
aplicado por el tratamiento descrito en el apartado 6.2.1 tiene una cantidad de mg
de A.C. mucho menor a las muestras tratadas en el Horno de conveccién que
presentan el mismo tiempo a exposicion con la llama. Lo que muestra que las
condiciones industriales afectan de mayor medida la capacidad antioxidante

presentada por este método.

d) Efecto del tiempo de tostado del café verde en la concentracion de taninos

En la tabla 22 se muestran los resultados del contenido de taninos en las muestras

de café verde tratadas a diferentes tiempos.

Tabla 21 Concentracion de taninos en las muestras de café sometidas a
diferentes tiempos de tratamiento de tostado

Tiempo (minutos en el | mg Taninos/g. de café Porcentaje de taninos
horno) en la muestra

90 6.8 0.68%

120 16.5 1.65%

150 44.2 4.42%

180 12.1 1.21%

210 65.8 6.58%

240 9.9 0.99%

64




Comparacion g de Taninos, Efecto de
tiempo en taninos.

0.07 - v.4a.C.
2 0.06 7 v.a.f
£ 005 A
€ 0.04 =90
w 0.03
3 - =120
':.D 0.02
0.01 +~ m 150
0 A
m 180

NEAN N ®210

Tiempo H 240

Figura 25 Comparacion de mg, Efecto de tiempo en Taninos

En la figura 28 y 29 se observa un aumento en la concentracion de taninos hasta
el minuto 150. Esto se explica debido a que la temperatura en este punto no es lo
suficientemente grande para degradar los taninos, pero es lo suficiente para
promover la polimerizacion de los acidos clorogénicos libres y formar nuevos
taninos. En el minuto 180 se observa una caida lo que sugiere que en este punto
la reaccion de Maillard ha dado inicio y se comienzan a degradar los taninos en
acidos clorogénicos libres, posteriormente estos compuestos vuelven a
polimerizarse pues se nota un aumento en la grafica, finalmente al minuto 240 se
observa una caida esta vez mas pronunciada, lo que indica que nuevamente hay

reacciones que degradan las moléculas previamente sintetizadas.

e) Efecto de la temperatura de tostado de café verde en la concentracion de
compuestos fenadlicos totales por el método Folin-Ciocalteu

En la tabla 22 se observa la concentracion de compuestos fendlicos en funcion de
la temperatura de tratamiento.
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Tabla 22 Concentracion de compuestos fendlicos totales a diferentes
temperaturas de horneado de café verde

Tiempo (minutos en el | cqncentracién compuestos %de Fendlicos en
horno) fenélicos / gramos de café Muestra.
100 88.95 8.89
150 87.50 8.75
180 81.85 8.18
200 70.24 7.02
250 76.69 7.66
300 72.66 7.26
Comparacion mg A. G. / g café, Efecto
de temperatura en Folin.
¥ 95 verde
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2 80 ; 150

S 75 -
@ 70 m 180
g 6> 7 u200
60
Qe*be’ SN O ‘,@60 =250
S = 300
Tempearatura (°C) tostado

Figura 26 Comparacién de mg de fendlicos, Efecto de Temperatura en Folin
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En la figura 30 se observa que el efecto que produce la temperatura sobre la
concentracion de los compuestos fendlico es relativamente lineal. Esto se explica
debido a que los compuestos fendlicos soportan cierta temperatura sin presentar
cambios en su estructura molecular. A temperatura de 150°C se observa un ligero
incremento a la degradacién de los compuestos fendlicos, esto debido a la
formacion de lactonas a partir de los &cidos clorogénicos. Posteriormente se
observa una caida similar al incremento debido a la desaparicion de estas
lactonas causada por la reaccion de Maillard, la cual no ataca al anillo polifenolico,
pero si a las cadenas laterales unidas a este. La aplicacion de intervalos de
temperatura mas alta (por arriba de 200°C) se comienza a degradar los
compuestos fenolicos, es decir; comienza una despolimerizacion de las
estructuras, formando otras nuevas que presentan mayor capacidad antioxidante,
en comparacion con las estructuras nativas. Cuando las muestras se someten a
temperaturas por arriba de 250°C nuevamente hay una despolimerizacién de los

componentes.

f) Efecto de la temperatura de tostado en los antioxidantes, determinacion
por el método del radical ABTS

En la tabla 23 se muestran los datos de capacidad antioxidante de las muestras de
café verde sometido a diferentes temperaturas de tostado. En esta se puede
observar que a temperatura de tostado de 150°C se presenta el maximo de
capacidad antioxidante, esto es debido a que la reaccién de Maillard tiene una
presencia mucho mayor en las temperaturas de 140-165°C (Maillard, 1912), los
productos de la misma son en su mayoria melanoidinas las cuales presentan una
actividad antioxidante (Margarita, 2012), y son causantes de que la actividad
antioxidante presente su maximo a estas temperaturas (Moreira, 2012. A 180°C
(30°C mas arriba) inicia un decremento de la capacidad antioxidante, esto podria
ser debido a que la temperatura empieza a despolimerizar los compuestos
fendlicos y/o antioxidantes contenidos en las muestras de café. A temperaturas

bajas (100°C) el café todavia no expone sus compuestos antioxidantes, pues los
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compuestos fendlicos estan unidos a diferentes componentes, como son
proteinas, carbohidratos, etc., y estas interacciones quimicas necesitan ser
desfragmentadas para que los compuestos antioxidantes puedan detectarse por el
método analitico propuesto. Entre las temperaturas 180°C a 200°C, existe una
reduccion abrupta de la capacidad antioxidante de los compuestos; es decir, los
compuestos fendlicos empiezan a degradarse y se ve reflejado en la cuantificacion
de compuestos antioxidantes, es en este punto cuando la reaccion de Maillard
deja de ser la principal reaccion en la matriz y los subproductos que fueron los
acidos clorogénicos libres y los compuestos de cadena sencilla ya se empiezan a
presentar a causa de la degradacion. Finalmente a los 250 se encuentra una caida
aln mas pronunciada, a esta temperatura se detienen todos los procesos de
tostado pues es en este momento cuando la pirolisis comienza a manifestarse en

gran medida y degrada completamente los compuestos (Kennet, 2001).

A 300°C, la concentracién de compuestos con capacidad antioxidante es ya muy
baja, en este punto ya es visible la presencia de cenizas en la muestra (Figura 23),

esto es; una degradacion completa de los compuestos.

Tabla 23 Capacidad antioxidante por método ABTS de café verde a
diferentes temperaturas en el horno

Temperatura del %Inhibicién mmoles de mmoles de
Horno Trolox Trolox/g de café
100 3.89 0.64 25.98
150 8.70 1.72 68.95
180 6.52 1.23 49.52
200 4.47 0.78 31.20
250 3.57 0.57 23.16
300 1.59 0.13 5.49
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Figura 27 Comparacion de mg de, Efecto de Temperatura en ABTS

g) Efecto del tratamiento térmico en la capacidad antioxidante por el método

DPPH

En la tabla 24 se muestran los datos de capacidad antioxidante por el método

DPPH, cuando las muestras de café verde se sometieron a procesos de tostado a

diferentes temperaturas.

A diferencia del método de determinacién por ABTS, en el método DPPH

determina solamente grupos OH activos. En este se observa una tendencia

diferente, es decir; a medida que la temperatura se incrementa, existe un

decremento de la concentracion de compuestos antioxidantes.
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Tabla 24 Capacidad antioxidante por método DPPH de café verde a
diferentes temperaturas en el horno

Temperatura del Horno ngAC mg de AC/g de café
100 128.653 102.923
150 120.961 96.769
180 59.807 47.846
200 37.500 30
250 17.115 13.692
300 10.576 8.461
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Figura 28 Comparacion de mg, Efecto de Temperatura en DPPH
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h) Efecto del proceso de tostado en la concentracion de taninos

En la tabla 25 se muestra la concentracion de taninos en las diferentes muestras
de café sometidas a tratamiento térmico. Los taninos representan un grupo de

compuestos que a menudo se asocia con el sabor amargo del café

Tabla 25 Concentracion de taninos en café verde sometido a diferentes
tratamientos térmicos

Temperatura del . / Porcentaje de
Muestra Mg Tanlno,s 9. taninos en la
Horno de café
muestra

100 3 8.2 0.82%

150 4 10.5 1.05%

180 5 14.7 1.47%

200 6 2.3 0.23%

250 7 1.3 0.13%

300 8 0.01 0.00%

Comparacion de gramos de taninos,
Efecto de temperatura en taninos

0.02 v.a.c.
§ 0.015 v.a.f.
e [ = 100
E o001

) m 150
= -

> 1

0.005
o m 180
0 m 200

PR I TS T S SR,
‘&fb ‘_\?’ S N Y v Vv ) ,\"_b \_? m250

Temperatura (°C) 300

Figura 29 Comparacién de mg, Efecto de Temperatura en Taninos
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En la figura 38 y 39 podemos observar el efecto que tiene el calor sobre los
Taninos que esta tabla nuevamente viene a corroborar que primeramente se tiene
un efecto de aumento de taninos. De 100 a 180°C se observa un aumento
causado por la polimerizacion de los compuestos fendlicos libres. La cual se
beneficia enormemente de la reaccion de Maillard pues unos de sus subproductos
son los acidos Clorogénicos libres y las proteinas libres, las cuales se polimerizan
para formar taninos. La tendencia a la alza se detiene abruptamente a los 180°C,
lo cual es comprensible pues la reaccion de Maillard deja de ser la principal
reaccion a los 165°C, por lo que a los 180 se observa como los reactivos para la
formacion de taninos desaparecen y abruptamente todos los taninos se
descomponen. La tendencia de descomposicibn no cambia hacia el final del

experimento.

Discusién general del Proceso de tostado y mecanismos de reaccion

Durante el proceso de tostado, ocurren diversas reacciones quimicas organicas de
forma simultanea, en donde se sintetizan y degradan diferentes compuestos
organicos. En la figura 38 se muestran los mecanismos de reaccion propuestos en
este trabajo, de acuerdo a la reaccion del &cido cloragénico, durante el desarrollo

de la reaccién de Maillard.
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Figura 30 Mecanismos de reaccion de acido clorogénico en el proceso de tostado.
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Para poder discutir a fondo los siguientes resultados se elaboro los posibles
mecanismos de reaccion referentes al principal compuesto fendlico el &cido
cafeilquinico.

En la estructura tenemos dos componentes principales que reaccionan ante los
compuestos presentes en la matriz, uno de ellos los grupos carbonilicos que
principalmente reaccionan ante las aminas para formar reacciones de Maillard
reaccionan con los compuestos OH para formar proteinas y compuestos
provenientes de la degradacion de azucares. Finalmente las cadenas cortas se
oxidan hasta formar CO, y agua. El otro grupo es el anillo fendlico el cual esta

poderosamente activado por los grupos OH y esto lleva a reacciones de
sustitucion Electrofilica aromatica, y a cambios en los mismo grupo OH. Si bien es
correcto que primeramente reaccionan los compuestos carbonilicos por ser
reacciones SN,, las reacciones de Maillard comienzan a presentarse a los 130°C,

mientras que las oxidaciones se dan en todo momento mientras exista un agente
oxidante. En las reacciones de Maillard se observa como es que son solamente
las cadenas y no el anillo las que se van degradando y modificando, lo cual nos
indica que mientras el anillo no sea modificado la actividad aromatica y su
identidad como compuestos fendlicos no se modifica.

Es entonces las reacciones que sufre el anillo las que modifican la cantidad de

compuestos fendlicos y actividad antioxidante.
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6. Conclusiones
En el presente trabajo se encontré que el café verde sometido a diferentes

condiciones (tiempo y temperatura) de tostado reduce su contenido en
compuestos fendlicos totales y antioxidantes. La determinacion de compuestos
fenolicos totales, asi como la de antioxidantes por las técnicas de ABTS y DPPH
dan tendencias no lineales en el proceso de tostado, esto es debido a la
complejidad de la muestra, es decir; mientras se somete a un proceso de tostado,
parte de los compuestos se degradan, mientras que al mismo tiempo otros se
estan sintetizando, por los derivados que genera la reaccién. En este trabajo se
proponen los mecanismos de reaccion por medio de los cuales los compuestos
fendlicos se transforman. Cabe mencionar que este estudio nos da pauta para
saber que el consumo de infusiones de café verde seria mas benéfico para la

salud que el café previamente procesado.
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8. Anexos

Anexo 1. Curva de Acido Galico
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Anexo 2 Curva de Trolox
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Anexo 3 Construccion de curva de calibracion de Acido Citrico
La curva se elabor6 por triplicado de la siguiente manera.

Se pes6 0.0025mg de DPP y se llevo a 100ml de Etanol (Solucién DPPA).

Se pes6 0.0005¢g de Acido Galico y se disolvié en 2ml, lo cual produjo una
solucion de %(Solucién 1). De la cual se obtuvieron soluciones de

I
—ﬂsfw (Solucion 2), —5%:5 (Solucion 3],25—%5 (Solucién 4),
mi mi TriL

10 g 5 ., .,
m—ﬁg (Solucién 5) v == (Selucién 6) Para la elaboracion de la curva.

ml

Se tom6 0.1ml de la solucién 1y se le agrego 3.9ml de solucion DPPA, Se dejé
reposar 30minutos en un vial ambar se leyé la absorbancia de la solucién.

Se repitié el mismo procedimiento con las demas soluciones.

Las absorbancias obtenidas fueron las siguientes.

Concentracién de Acido Citrico (ug/ml) Absorbance

250 0.101
125 0.752

50 0.919

25 0.93

10 0.936

5 0.94

0 0.942

Absorbancias obtenidas para la construccion de Curva de Calibracion de Acido
Citrico.

Con las absorbancias anteriores se graficé la siguiente curva.
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Curva de acido citrico-DPPH 1

(250-0u8)
1.2
y =-0.0033x+ 1.0046
——— e

208
(=)
g \
[1-}
-.g 0.6
w .
.& 0.4 =$=—Seriesl

——Lineal (Series1)

&
(N

~e

0 50 100 150 200 250

o

Concentracion Acido Citrico

Curva de Acido Citrico 1 (puntos 250 a 0).

Lo puntos observados de la solucién 1 y 2 se encuentran muy dispersos
comparados con los demas, por lo que se graficé de nueva cuenta eliminando
estos puntos y se obtuvo la siguiente grafica.
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Curva de acido citrico-DPPH 1

0.945
y =-0.0005x+ 0.9416
0.94 - R?=0.9948
@ 0.935
(=]
=1
[1-}
-.g 0.93
2 —4—Absorbancia
< 0.925
\ —— Lineal (Absorbancia)
0.92 o
0.915 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Concentracion Acido Citrico

Curva de Acido Citrico 1 (puntos 50 a 0).

Que sin estos la grafica presenta una regresion lineal de 0.9984. Sumado a esto
la solucion de 250 presento un color amarillo lo que implica que el DPPA
reacciono completamente y se produjo un producto amarillo, el cual contrasta con
el color del DPPA que es morado y el color del DPPA inhibido que es blanco por lo
que estas concentraciones de acido citrico no son éptimas para la curva de
calibracion.

Debido a lo anterior se cambiaron las concentraciones de las soluciones quedando
las soluciones de la siguiente manera.

100ug

ml

E—‘i‘g (Solucidén 2}, ED# (Solucidn 3),
L L

(Solucién 1). De la cual se obtuvieron soluciones de
25

2 (Solucién 4),
i

_ll}#:g (Solucién 5) v EE (Solucién 6).
L ml

Se trataron las soluciones de la misma forma que a curva anterior y presento las
siguientes absorbancias.
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Concentracién de Acido Absorbancia
Citrico (ug/ml)

100 0.575

75 0.645

50 0.703

25 0.77

10 0.808

5 0.816

0 0.85

Absorbancias obtenidas para la construccion de Curva de Calibracion de Acido

Citrico NUmero 2.

Curva de acido citrico-DPPH 2

(100-0pg)
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Curva de Acido Citrico 2 (puntos 100 a 0).
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Se repitié una tercera vez la curva con las concentraciones de la segunda y
presento las siguientes absorbancias.

Concentracion de Acido Absorbancia
Citrico (ug/ml)

100 0.67

75 0.704

50 0.768

20 0.832

10 0.86

5 0.869

0 0.87

Absorbancias para Curva de Acido Citrico 3

Curva de acido citrico-DPPH 3
(100-0ug)

1

0.9 ——

08 \ y =-0.0021x+ 0.8755

0.7 R? = 0.9933
— %
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—— Lineal (Series1)
0.3

0.2

0.1

0 T T T T 1
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Concentracién Acido Citrico

Curva de Acido Citrico 3 (puntos 100 a 0).

.. ., , . 100
Adicionalmente se realizé una curva con Catequina con concentraciones de —-=,

TILL

75 50, 25 10 5 . . .
£, %, =%, —% y =% Las cuales presentaron las siguientes absorbancias y

r r
ml ml ml ml

Ccurva.
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Concentracién de Absorbancia
Catequina (pg/mil)
100 0.245
75 0.32
50 0.402
25 0.489
10 0.549
5 0.578
0 0.6

Absorbancias para Curva de Catequina.

Curva Catequina
0.7 y =-0.0035x+ 0.5887
0.6 R?=0.9952
© 0.5
(=]
€ 04
=
303 +—Series1
E \
<02 ——Lineal (Series1)
0.1
0 T T 1
0 50 100 150
Concentracion catequina

Curva de Catequina.
Anexo 4
Calculo de concentraciones de Taninos

A2-Al1 Muestra con calor

(D.lgﬁﬁg de tanino.V) _ 0.01986g de taninos(lﬂﬂﬂmg) _19.86mg de taninos

10g de café g de café 1g g de café

0.01986g de taninos i
Porcentege en muestra = - (1g de café) =100 = 1.986%
g de cafe
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Determinacion de Taninos, Gramos de Taninos en las Muestras.

Comparacion de

Diferencia de pesos

Gramos de taninos

vasos en la muestra
A2-Al 0.2249-0.0263 0.1986
B2-B1 0.0437-0.0379 0.0058
C2-C1 0.2069-.00703 0.1366
D2-D1 0.1232-0.0458 0.0774
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