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RESUMEN

Actualmente en la industria alimenticia existe una fuerte tendencia por el uso de colorantes naturales
debido a que son inocuos y algunos pueden favorecer a la salud humana coadyuvando a contrarrestar
enfermedades asociadas al estrés oxidativo. A la par, se busca eliminar a los colorantes sintéticos del
mercado, esto debido a que investigaciones recientes han informado sobre los efectos téxicos que estos
pueden provocar. Ya se estdn usando colorantes naturales extraidos de diferentes fuentes vegetales,
sin embargo, siguen siendo insuficientes por lo que se continlia en busqueda de nuevas fuentes. Existen
reportes del uso de los granos de café como disolucién tintérea o del uso de la borra de café resulta de
la produccion de café soluble. Por ello, en el presente trabajo se propuso hacer uso de los residuos de
café (también conocidos como “borra de café) como fuente alternativa de estudio para extraer colorantes
naturales, dandoles un valor agregado a dichos residuos. Es importante mencionar que en México los
subproductos generados del cafeto se han convertido en un problema ambiental debido a que no existe

ninguna fébrica que controle los residuos resultantes.

Esta investigacion consistio en el aprovechamiento de los residuos de café Coffea arabica, los cuales
fueron recolectados en las cafeterias del Campus El Cerrillo UAEM. Se utilizaron residuos de café
provenientes de dos lugares diferentes (Oaxaca y Veracruz) seleccionados asi por su disponibilidad. El
objetivo del estudio fue caracterizar un pigmento bioactivo obtenido a partir de residuos de café y evaluar

su aplicacién en productos alimenticios.

El pigmento bioactivo fue obtenido por dos métodos. Extraccion hidrotérmica (EH) y extraccién por
sonicacion(ES). En ambos métodos se utilizé agua destilada, dado que la aplicacion seria en alimentos,

se buscé evitar el uso de disolventes no permitidos en la industria alimenticia.

Se realizé cromatografia de capa fina como un primer acercamiento para la caracterizacion cualitativa
de los compuestos quimicos presentes en los extractos obtenidos a partir de los residuos de café. Se
analizaron por separado los extractos obtenidos de los residuos provenientes de café de Veracruz y de
café de Oaxaca, asi como de los dos métodos de extraccion utilizados. En total se obtuvieron cuatro
extractos a analizar 1) obtenido por el método de extraccion hidrotérmica a partir de los residuos de café
proveniente de Oaxaca (COEH) 2) obtenido por el método de extraccion por sonicacion a partir de los
residuos de café proveniente de Oaxaca (COES) 3) obtenido por el método de extraccién hidrotérmica
a partir de los residuos de café proveniente de Veracruz (CVEH) 4) obtenido por el método de extraccion

por sonicacion a partir de los residuos de café proveniente de Veracruz (CVES). Todas las placas fueron
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positivas para taninos pirogalicos con una coloracion azul negruzco y con DPPH se observaron bandas
color amarillo blanguecino caracteristicas de que hay compuestos en el extracto con actividad

antioxidante.

Se realizaron barridos espectrofotométricos de los extractos obtenidos a partir de residuos de café y de
café sin usar, esto con la intencion de tener una idea general de los compuestos quimicos presentes en
ambas muestras. En ambos casos se encontraron picos de absorbancia entre las longitudes de onda
242-390 nm, sin embargo, la concentracion de los compuestos en los extractos de residuos de café es
menor en comparacion con el café sin usar, esto se debe a que ya hubo una primera extraccion de estos
compuestos durante la preparacion de la infusion aunque conservan el mismo patrén de la curva. De
acuerdo con lo reportado entre el rango de 242-390 nm se encuentran algunos compuestos
caracteristicos del café como trigonelina, cafeina, melanoidinas y 4cidos clorogénicos.

El contenido de fenoles totales se determin6 por el método Folin Ciocalteu, y la capacidad antioxidante
de los extractos se evalud por los métodos DPPH y ABTS. Se observé que la extraccion hidrotérmica es
el método mas eficiente para la obtencién de compuestos fendlicos en café, ya que se logré una
extraccion considerable de éstos a altas temperaturas por abajo de 100 °C. Con el tratamiento que se
obtuvo una mayor concentracion de fenoles fue COEH (0.09+0 mg EAG/ g), por lo cual se consideroé el

mejor tratamiento.

Para DPPH los resultados muestran que COEH es el que presenta mayor porcentaje de inhibicién
(34.44+0.15%), seguido de COES (33.65+0.75%), el extracto CVES (31.14+0.34%) y finalmente CVEH
(30.88+0.93%). Mientras que en ABTS se encontrdé que el tratamiento que mostré el porcentaje de
inhibicion mayor fue COEH (69.26+0.22%), seguido de CVEH (61.86+0.41%), el extracto COES
(54.63+0%) y finalmente CVES (54.48+0%). Los residuos de café tienen una capacidad antioxidante
considerable en comparacion con algunas otras fuentes de antioxidantes como tuna verde, epicarpio de

café o cascara de pitahaya.

Se evalué la tonalidad de los extractos, para ello se calcularon los valores de las coordenadas L*, a* y
b* y se graficaron en el espacio CIELAB. En todos los casos se obtuvieron tonalidades café.

Se evalué el poder tintéreo del pigmento obtenido mediante pruebas en alimentos. Para ello, se adicion6
el pigmento en yogurt en concentraciones de 0%, 1% y 2%, las muestras fueron sometidas a un analisis
sensorial por medio una prueba de hedonica utilizando 20 panelistas no entrenados, en los resultados

se observo que la concentracion 1% presentd mayor aceptabilidad. Las caracteristicas fisicoquimicas




evaluadas fueron: pH y color. Las muestras fueron etiquetadas como M468 (0% de extracto), M277 (1%
de extracto) y M019 (2%) presentaron valores en pH de 4.09, 4.16 y 4.25, respectivamente, estos valores

se encuentran dentro del intervalo de pH ideal (4.0-4.4) para yogurt.

Finalmente se evalué el poder tintéreo del pigmento en leche saborizada. El pigmento fue adicionado a
la leche en una concentracion de 0.6%. La aceptacion del producto fue evaluada a través de un andlisis
sensorial (color, olor, sabor, textura) y se comparo6 con un producto comercial (leche sabor café SINGLE
SHOT Santa Clara), empleando 10 panelistas no entrenados. Se obtuvieron valores de pH para los
tratamientos: leche sin tratamiento, MOO7 (leche adicionada con 0.6% del pigmento), M025 (leche
comercial), de 6.7, 6.4 y 6.5, respectivamente. En la evaluacién sensorial de la leche con sabor café
(producto comercial) y la leche con pigmento de café, los panelistas mostraron mayor aceptacion en
cuanto a color, olor, sabor y textura por el producto comercial. La aplicacion del pigmento obtenido en
yogurt y leche tuvo como resultado productos con una aceptabilidad moderada por los consumidores.




INTRODUCCION




La industria alimentaria se ha visto sujeta a serios cambios debido a que los consumidores estan optando
por productos mas naturales y en especial sin colorantes sintéticos, por ello, las nuevas tendencias
buscan eliminar del mercado los colorantes sintéticos de los alimentos debido a que pueden causar

efectos nocivos en la salud (Belmonte y Arroyo, 2016).

Hoy en dia se usan diferentes colorantes naturales extraidos de fuentes vegetales como fresa, flor de
jamaica y mortifio, entre otros (Avendafio y Acevedo, 2014; Marin y Mejia, 2012 y Cano, 2011).

Es importante mencionar que a pesar de que ya existen varias fuentes vegetales de colorantes naturales,
dichas fuentes son insuficientes para cubrir la demanda del mercado, por lo que es necesario continuar
indagando sobre nuevas fuentes alternas para obtener estos componentes de origen natural (Velazquez,
2013).

Segun Garzén (2008), muchos investigadores tienen interés en los pigmentos fendlicos extraidos de
fuentes vegetales debido a sus posibles efectos terapéuticos y benéficos, dentro de los cuales se

encuentran los efectos anticancerigenos, antitumorales, antidiabéticos, antioxidante, etc.

Por otro lado, existen reportes del uso del café como agente tintéreo. El café es considerado como uno
de los colorantes mas comunes a lo largo de la historia, sin embargo, el enfoque que se le ha dado ha

sido como aplicacién en la industria textil principalmente (Zuriaga, 2011).

La generacién de residuos del sector cafetalero es inevitable y considerando la enorme cantidad de
subproductos generados, el aprovechamiento integral de los mismaos con aplicaciones especificas

promete un desarrollo sustentable de la economia industrial y del mismo pais productor.

Los residuos del café obtenidos después de la molienda y de su utilizacién como bebida se han utilizado
por afios de manera artesanal y en pequefias cantidades para diversas aplicaciones como composta
(Suarez, 2012), para absorber aromas (Sara, 2017), como exfoliante (Romero, 2016), como disolucion
tintérea (Cevallos y Guerrero 2017), obtencién de biocombustibles, entre otros. De manera industrial los

residuos del café no son utilizados y normalmente son considerados como desecho.

En los dltimos afios, se ha notado una tendencia creciente en la utilizacion de residuos agroindustriales,

sin embargo, existen muy pocos reportes del uso de los residuos de café también conocidos como “borra




de café” para la obtencién de colorantes y los pocos que hay son con aplicacién en la industria textil
(Gonzalez y col., 2014).

En esta investigacién, se busca dar un valor agregado a los residuos de café (borra de café) generados
en las cafeterias del Campus El Cerrillo UAEM. Para ello se plantea la extraccion de pigmentos como
fuente importante de sustancias con actividad antioxidante. Por tal motivo, los compuestos fendlicos
fueron cuantificados y su capacidad antioxidante fue evaluada. La presencia de los compuestos
guimicos responsables del poder tintoreo de los extractos fue determinada por la técnica de
cromatografia en capa fina. Finalmente, los pigmentos bioactivos obtenidos fueron utilizados en la
formulacion de productos alimenticios. La aceptacion de dichos productos fue evaluada mediante una

prueba heddnica con panelistas no entrenados.




CAPITULO 1 MARCO
TEORICO




Actualmente el uso de colorantes sintéticos en la industria alimentaria es cada vez mas estricto, esto
debido a la regulacién para su uso, ya que algunos presentan problemas de toxicidad, reacciones de
intolerancia y alérgicas. Por lo anterior, se busca eliminar del mercado a los colorantes sintéticos, esto
ha generado un incremento en la demanda de pigmentos naturales, ya que hasta ahora no existen

evidencias de toxicidad en los humanos por su consumo (Belmonte y Arroyo, 2016).

Los colorantes han sido usados por el hombre desde tiempos méas remotos como aditivos de sus
alimentos, en un principio se utilizaron colorantes extraidos de plantas y minerales, en la Edad Media,
con el fin de remediar la monotonia de su alimentacion, la gente afiadia colorantes naturales como el

ocre, los extractos de acelgas, de zanahorias o de hierbas (Moreno, 2004 y Sanchez, 2013).

Badui (1993) sostiene que el color de los alimentos es definitivamente muy importante para el
consumidor, ya que es, el primer contacto visual que tiene con ellos, por lo cual es determinante para

que un alimento sea aceptado o rechazado.

Los colores de los alimentos se deben a diferentes compuestos, principalmente organicos, algunos de
los cuales se producen durante su manejo y procesamiento, como es el caso del color que se desarrolla
debido a las reacciones de Maillard, a la caramelizacién o a los pigmentos sintetizados o modificados
por procesos de fermentacién. Sin embargo, la mayoria de los alimentos deben su color a las sustancias
pigmentantes que contienen o que se afiaden. En la mayoria de los casos estos pigmentos al ser

adicionados a algun producto le otorgan distintos tipos de funcionalidad (Francis, 1999).

Los consumidores marcan la pauta respecto al reemplazo progresivo de colorantes sintéticos por
colorantes naturales en los alimentos. La tendencia al consumo de lo natural es cada vez mas fuerte y

el uso de ellos es considerado un atributo de calidad del producto (Carmona, 2013).

Los principales compradores de colorantes naturales son paises europeos, EE.UU. y Japén. En 2012 el

consumo mundial de los colorantes naturales como aditivos en la industria de alimentos fue de 49,600




toneladas y se espera que crezca a una tasa anual compuesta de 3.8% entre 2013 y 2018 (Carmona,
2013).

1.1. COLORANTES

El color es una propiedad de la materia directamente relacionada con el espectro de luz, el ojo humano
s6lo puede percibirlo cuando su energia corresponde a una longitud de onda que oscila entre 380y 780
nm. El color se define como “la parte de la energia radiante que el humano percibe mediante las

sensaciones visuales que se generan por la estimulacion de la retina del 0jo” (Badui, 2006).

Un colorante es cualquier material que imparte color a otra sustancia, el cual puede ser obtenido por
sintesis 0 extraido a partir de un vegetal, animal, mineral u otra fuente y que cuando es afiadido o

aplicada a alimentos, medicamentos 0 cosméticos, es capaz de impartir color por si misma (Badui, 2006).

Los pigmentos son compuestos quimicos que absorben luz en el intervalo de longitud de onda de la
region visible. La produccion del color se debe a la estructura especifica del compuesto (croméforo), esta
estructura capta la energia y la excitacion que es producida por un electron de una 6rbita exterior a una
orbita mayor, la energia no absorbida es reflejada y/o refractada para ser captada por el o0jo, y los
impulsos neuronales generados seran transmitidos al cerebro, donde pueden ser interpretados como

color (Delgado-Vargas y col., 2000).

1.1.1. Clasificacién de colorantes

Los colorantes se pueden clasificar con base a varios criterios segun su origen (Cenzano, 1994):




o Organicos o naturales: procedentes de plantas y animales, tales como la clorofila, carotenos,
betalainas, flavonoides, antocianinas, entre otros.
o Minerales: tales como lacas, sulfato de cobre y cromato de potasio entre otros.

o Atrtificiales: obtenidos por sintesis quimica

Tomando en cuenta la solubilidad de los colorantes se distinguen:

- Hidrosolubles: solubles en agua
- Liposolubles o solubles en la grasa.

Por otra parte, la FDA cre6 dos categorias de colorantes permitidos (Carmona, 2013):

» Colorantes certificados: son producidos sintéticamente. Actualmente hay nueve autorizados en
alimentos, los que llevan el prefijo FD&C o D&C, el color y un nimero. Por ejemplo: FD&C Yellow
N° 6 (Tartrazina).

» Colorantes liberados de certificacion: son los que incluyen pigmentos derivados de fuentes

naturales como frutas, hortalizas, minerales o animales. Ejemplos: el extracto de annatto

(amarillo), betarragas deshidratadas, caramelo, beta-caroteno y extracto de piel de uva.

1.1.2. Colorantes naturales

Los colorantes naturales pueden ser clasificados, segln su naturaleza quimica en diversos grupos.
Como fuentes naturales de estos colorantes se pueden considerar las plantas superiores, las algas,

hongos y liqguenes, algunos insectos, asi como algunos organismos marinos invertebrados (Lock, 1997).

Ademas de ser mas inocuos que sus pares sintéticos, algunos otorgan al producto distintos tipos de

funcionalidad, tal es el caso de los carotenoides y de las antocianinas, compuestos conocidos por su




actividad antioxidante y por su efecto protector en la prevencion de ciertas enfermedades cronico

degenerativas y distintos tipos de cancer (Carmona, 2013).

Los pigmentos naturales difieren ampliamente en su estructura quimica y en su origen. Aunque hay
colorantes poco comunes como el acido carminico, los mas distribuidos en los alimentos pueden

agruparse en las siguientes categorias (Badui, 2006):

1) Carotenoides

2) Clorofilas

3) Pigmentos fendlicos: flavonoides, antocianinas y taninos
4) Betalainas

5) Hemopigmentos

6) Otros pigmentos naturales

Los cuatro primeros son de fuentes vegetales, aunque pueden llegar a estar presentes en alimentos de
origen animal, a los cuales ingresan a través de la dieta. La mayoria de los pigmentos vegetales se
localizan en el protoplasma de las células, dentro de los organelos especializados llamados plastidos,
que se observan al microscopio formando pequefias plecas o agujas de estructura cristalina. En algunos
casos, cuando son solubles en agua, se encuentran disueltos en las vacuolas de las células. El quinto
grupo solo se encuentra en productos de origen animal. En el sexto grupo se incluyen pigmentos que
imparten color tanto a los tejidos vegetales como animales. Son poco abundantes en la naturaleza, pero

no por eso menos importantes, debido a las caracteristicas especificas de cada uno (Badui, 2006).

La estructura quimica determina las propiedades de los pigmentos que van mas alla del color, aunque
ésta sea su caracteristica evidente. La estabilidad durante el procesamiento y almacenamiento, su
reactividad con otros compuestos quimicos para determinar tanto el color como la durabilidad o cambio
de éste, su posible toxicidad, por lo que es necesario en algunos casos certificarlos para que cumplan

las normas oficiales (Badui, 2006).




1.1.2.1. Carotenoides

Los carotenoides son un grupo numeroso de pigmentos muy difundidos en los reinos vegetal y animal,
producen colores que van desde el amarillo hasta el rojo intenso. Se han identificado en la naturaleza
mas de 600 de estos compuestos y se estima que anualmente se sintetizan 100,000 toneladas de
carotenoides de fuentes naturales. Son esenciales para que las plantas realicen la fotosintesis, ya que
actuan como captadores de la luz solar y en forma muy especial como escudo contra la fotooxidacion
destructiva. Se encuentran en frutas y verduras, flores, algunas estructuras animales como el plumaje,
crustaceos, microalgas y bacterias. Los carotenoides se utilizan en una gran variedad de productos
alimenticios a base de agua (jugos, refrescos, sopas, gelatinas, postres, pastas, productos de reposteria
y panaderia y productos carnicos) y sustitutos carnicos a base de triglicéridos (margarina, aceites,
mantecas vegetales, mantequilla, quesos y productos lacteos) (Arad y Yaron, 1992; Wrolstand, 2000).

1.1.2.2. Clorofilas

Las clorofilas se encuentran en todas las plantas que realizan la fotosintesis. La clorofila es el principal
agente capaz de absorber la energia luminica y transformarla en energia quimica para la sintesis de los
compuestos organicos que necesita la planta. Las hojas de la mayoria de las plantas deben su color
verde a la clorofila, aunque ésta va desapareciendo al acercarse a la senescencia para dar paso a otros
pigmentos como los carotenoides. Las clorofilas se emplean poco como aditivos alimentarios, con

excepcion de algunas pastillas 0 gomas de mascar (Schwartz y Lorenzo, 1990).
1.1.2.3. Betalainas

Este término se refiere a un grupo de aproximadamente 70 pigmentos hidrosolubles con estructuras de
glucésidos, derivados de la 1,7-diazoheptametina y que se han dividido en dos grandes clases: los rojos
0 betacianinas y los amarillos o betaxantinas. Estos pigmentos se encuentran sélo en 10 familias:

Aizoaceae, Amaranthaceae, Basellanaceae, Cactaceae, Chenopodaceae, Didiereaceae,




Holophytaceae, Nyctaginaceae, Phytolaccaceae y Portulaceae. Las betalainas se acumulan en las
vacuolas celulares de las flores, frutas y hojas que las sintetizan, principalmente en la epidermis y
subepidermis. Se emplea a las betalainas en diversos alimentos como gelatinas, bebidas y postres en
general (Francis, 1999; Franco, 2004).

1.1.2.4. Hemopigmentos

El color rojo de la carne se debe principalmente a los hemopigmentos: la hemoglobina y la mioglobina
(Badui, 2006).

1.1.2.5. Pigmentos fendlicos

Los pigmentos fendlicos son sustancias con uno o mas anillos aromaticos y al menos un sustituyente
hidroxilo. Existen dos grandes grupos: los acidos fendlicos (benzoico y cinamicos) y los flavonoides
(flavonoides, antocianinas y taninos). Los &cidos fendlicos tienen un solo anillo, mientras que los

flavonoides tienen dos anillos fenélicos unidos por un anillo heterociclico (Badui, 2006).

1.1.2.5.1. Flavonoides

Los flavonoides (del latin flavus, amarillo) y las antocianinas son compuestos fenélicos solubles en agua,
metanol y etanol. (Jackman y Smith, 1996). Hay 13 subclases de flavonoides, lo que da un total de méas
de 5,000 compuestos que proporciona colores amarillos y naranjas a frutas como peras, fresas,
manzanas, cerezas, duraznos, naranjas y limones (Stewart, 1980); asi como a hortalizas en donde son
responsables en gran parte de su astringencia. Otros flavonoides proporcionan el color rojizo de las
hojas de otofio (Stintzing y col, 2002).




1.1.2.5.2. Antocianinas

Las antocianinas (del griego anthos, flor y kyanos, azul) se consideran una subclase de los flavonoides;
también se conocen como flavonoides azules. Son compuestos vegetales no nitrogenados
pertenecientes a la familia de los flavonoides, de amplia distribucion en la naturaleza. Se han identificado
300 de estos compuestos, que son responsables de una gama muy amplia de colores, desde el incoloro
hasta el purpura. Producen colores rojo, anaranjado, azul y purpura de las uvas, manzanas, rosas, fresas

y otros productos de origen vegetal, principalmente frutas y flores (Badui, 2006).

1.1.2.5.3. Taninos

Son una clase de compuestos fendlicos incoloros o amarillo-café, con sabor astringente y amargo,
solubles en agua, alcohol y acetona. De acuerdo con su estructura y reactividad con agentes hidroliticos,
particularmente 4cidos, se han dividido en dos grupos: taninos hidrolizables o pirogélicos y taninos no
hidrolizables o condensados. Los taninos se consideran también antioxidantes, con capacidad de atrapar
los radicales libres. Se oxidan con facilidad en presencia de oxigeno e intervienen en reacciones de
oscurecimiento en algunas mermeladas a través de reacciones de tipo fendlico. Los taninos también
sirven de sustrato en las reacciones de oscurecimiento enzimatico, sobre todo en productos como el
café y el cacao, y son los responsables de la astringencia de muchos frutos en estado inmaduro, como

el platano, la pera, la uva, la manzana, etcétera (Badui, 2006).

Durante el proceso del tostado del café cambian los componentes, da pauta a la formacién de taninos y
fracciones de alto peso molecular, melanoidinas. Las melanoidinas son el producto final de la reaccion
de Maillard, esta reaccion se da por diferentes razones entre la degradacién de azlcares y compuestos
con un grupo amino libre. Son generalmente definidas como compuestos color café de alto peso
molecular que contienen nitrégeno (Wang, 2011). De igual manera en el proceso de tueste se forman
los taninos, los acidos clorogénicos se isomerizan, se unen a las melanoidinas, se hidrolizan, forman
gquinolactonas y se transforman en guayacol, catecol, y pirogalol que consisten en compuestos derivados

de los taninos (Puerta, 2011). La estructura de catecol y pirogalol se aprecian en la Figura 1.




Los taninos presentes en el café son el catecol (1,2-dihidroxibenceno) y el pirogalol (1, 2, 3-
trihidroxibenceno). Estos compuestos se forman en la torrefaccién del grano de café, aunque los taninos

hidrolizables derivados del pirogalol son solubles en agua.
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Figura 1. Estructura de (a) catecol y (b) pirogalol.

1.2. GENERALIDADES DEL CAFE

El café se define como la semilla seca de la planta del café sin importar que haya sido tostada o molida
(Badui, 1993). El arbol del café es originario de Etiopia aunque la historia de su cultivo y su utilizacién
como bebida se centra en Arabia en torno al siglo XV. La bebida fue introducida en Europa en el afio
1600 aproximadamente y pronto se hizo popular en muchos paises del continente. El origen de la palabra

café deriva de la regién de donde procede en Etiopia: Kaffa (Clarke, 1985).

El café es un arbusto de la familia de las rubiaceas, del género coffea. De hojas lustrosas y alargadas,
sus flores son parecidas a las del jazmin. Seis meses después de la floraciébn van apareciendo los
racimos de color verde intenso, que se transforman a rojo en el proceso de maduracion hasta lograr un

tono rojo carmesi (Zuriaga, 2011). En la Figura 2 se aprecia la planta de cafeto.




Figura 2. Coffea arabica.

La introduccion del cultivo en México ocurrié hace 200 afios (Cano-Flores y col., 2004). A nivel mundial,

segun las estadisticas del afio 2015 mencionadas en la Tabla 1, México es el noveno productor de café,

mientras que es el primer productor mundial de café organico y es uno de los primeros en café gourmet

(International Coffee Organization, 2015).

Tabla 1. Principales paises productores de café en 2015.

S TEEmEE EEEEmEmmmm s s s e T E s s s s Em s

Puesto Pais

1 Brasil

2 Vietnam

3 Colombia
4 Indonesia
5 Etiopia

6 India

7 Honduras
8 Uganda

9 México

10 Guatemala

Produccion (en miles de Kg) % de produccién mundial

2.594.100

1.650.000

810.000

660.000

384.000

350.000

345.000

285.000

234.000

204.000

30.16%
19.18%
9.42%
7.67%
4.46%
4.07%
4.01%
3.32%
2.72%

2.37%

Fuente: Organizacion Internacional del Café, 2015.




El café es una de las bebidas mas consumidas en todo el mundo por sus propiedades organolépticas,
teniendo muchos cambios complejos que ocurren durante el tostado, incluyendo el cambio de color de
verde a café (Del Castillo, 2002).

1.2.1. Origen

El cafeto es un arbusto de las rubiaceas, proveniente del noroeste de Africa, concretamente de Etiopia
en donde crecia de forma silvestre. Existen multiples leyendas sobre el origen del café; una de ellas muy
comentada y difundida, la de un pastor llamado Kialdi quien observé un extrafio comportamiento de sus
cabras (excitadas y enérgicas) tras haber consumido las bayas de cierto arbusto desconocido. Entonces
el pastor decidio probarlas €l mismo, sintiéndose lleno de energia. Kialdi llevé algunos frutos y ramas de
ese arbusto a un monasterio donde los monjes por curiosidad las pusieron a cocinar. Al probar la bebida
la encontraron de tan mal sabor que arrojaron a la hoguera lo que quedaba del recipiente. Los granos a
medida que se quemaban despedian un agradable aroma. Fue asi como a uno de los monjes se le
ocurri6 la idea de preparar la bebida a base de granos tostados (Sanchez, 2015).

1.2.2. Taxonomia
Reino: Vegetal
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Dicotyledoneae
Subclase: Gamnopétalas-inferovaricos
Orden: Rubiales

Familia: Rubiaceae




1.2.3. Caracteristicas botanicas

Los cafetos son arbustos de las regiones tropicales del género Coffea, de la familia de las Rubiaceas,
en la que se incluyen mas de 500 géneros y alrededor de 800 especies. De todas las especies,
solamente se cultivan 10 y dos de ellas han sido descritas como las mas importantes por corresponder
a mas del 90% de la produccion mundial: Coffea arabica y Coffea canephora conocida como Robusta
(Antiasaran y col., 2000).

La planta de café es una dicotiledonea, puede alcanzar 10 metros de altura de forma silvestre y en una
plantacion de café controlada alcanza 3 metros de altura lo cual facilita el cosechado, tiene hojas
aovadas, lustrosas y verdes, que se mantienen durante tres a cinco afios y flores producidas entre los 3
y 4 afos de edad, éstas son de color blanco y de aroma fragante y la parte mas alta se divide en cinco

pétalos.

Los cafetos cultivados en el mundo, a nivel industrial, son de las especies Coffea arabica y Coffea
canephora (Clarke, 1985):

o Coffea arabica: representa aproximadamente 75% de la producciéon mundial de café. Los granos
de café arabica tienen una forma aplastada y alargada, son ovalados con una raya divisoria
curva, de ligera forma de “S* como se observa en la Figura 3. Esta variedad posee cualidades
que generan una bebida aroméatica y afrutada, aportando un mejor sabor, mayor calidad y

contiene la mitad de cafeina que el café robusta.

o Coffea canephora o robusta: representa aproximadamente 25% de la producciéon mundial de
café. Los granos de café robusta se caracterizan por una forma mas redondeada y circular, y una
raya divisoria rectilinea. Es la variedad que aporta un sabor mas fuerte, amargo y le da cuerpo a

la bebida (mé&s densa), generando una bebida de menor calidad pero con mayor cafeina.




Figura 3. (a) Coffea arabica y (b) Coffea canephora.

La Tabla 2 muestra los principales paises productores de las dos variedades café.

Tabla 2. Paises productores segun su especie de café en 2015.

Coffea arabica

Coffea canephora

1.3.

FRUTO DE CAFE

Brasil, Colombia, Bolivia, Honduras, Ecuador,
Venezuela, Etiopia, México, Kenia, Tanzania, Jamaica,
Paraguay, Papua Nueva Guinea, Guatemala, Perd,
Nicaragua, Haiti, EI Salvador, Panama, Costa Rica,
Cuba y Puerto Rico

Costa de Marfil, Cameran, Nigeria, Zaire, Uganda,
Vietnam, Angola, India, Brasil, Ecuador, Tailandia,
Trinidad y Tobago, Ghana, Indonesia y Filipinas

Fuente: Organizacion Internacional del Café, 2016.

Los frutos de café también llamados cerezas de café, presentan una tonalidad rojo o purpura. La cereza

del café se forma en racimos unidos a las ramas por tallos muy cortos. Esta formada por una piel exterior

(exocarpio) cuyo cambio en color indica su evolucion. El exocarpio recubre la pulpa (mesocarpio) de

naturaleza mucilaginosa que encierra, normalmente, dos semillas pegadas por su parte plana y

recubiertas por dos capas: una capa densa de pectina, y otra de coloracion amarilla conocida como

pergamino. Finalmente, el grano estd recubierto por una delgada membrana de tonalidad plateada

llamada tegumento (Prieto, 2002). En la Figura 4 se observan las partes del grano de café.




Corte central
Grano de café (endoesperma)

Piel plateada (tegumento)

Pergamino (endocarpio)

Capa de pectina

Pulpa (mesocarpio).

Piel exterior (pericarpio)

Figura 4. Partes del grano de café

1.3.1. Composicion quimica de los granos de café

El café verde sin procesar contiene agua, proteinas, cafeina, lipidos, diversos carbohidratos y acidos
(principalmente solubles y no volatiles), trigonelina y minerales (Tabla 3). El café tostado contiene
azucares reductores, azlcares caramelizados (melanoidinas), hemicelulosa, fibra, proteinas, acidos no
volatiles (caféico, clorogénico, citrico, malico, oxalico, quinico y tartarico), cafeina, lipidos, trigonelina y
cenizas, en las cuales los principales constituyentes son potasio, fésforo y magnesio (Clarke y Macrae,
1985; Clarke y Vitzthum, 2001; llly y Viani, 2005).




Tabla 3. Promedios de la composicién quimica del grano de café verde, segln la especie, porcentaje en base
seca.

Componente quimico Arabica (%) Robusta (%)
Polisacéridos 50.8 56.40
Sacarosa 8.00 4.00
AzUcares reductores 0.10 0.40
Proteina 9.80 9.50
Aminoacidos 0.50 0.80
Cafeina 1.20 2.20
Trigonelina 1.00 0.70
Lipidos 16.20 10.00
Acidos alifaticos 1.10 1.20
Acidos clorogénicos 6.90 10.40
Minerales 4.20 4.40
Compuestos aromaticos trazas trazas

Fuente: Clarke y col., 1985: Clarke, 2001; llly y col., 2005.

En el tostado cambian los contenidos de los compuestos quimicos y la concentracion de éstos en los
granos tostados con respecto al grano verde, en la Tabla 4 se observan estas diferencias (llly y Viani,
2005).




Tabla 4. Composicién quimica de granos de café verde y tostado de variedades Arabica.

Minerales

Compuestos aromaticos
Melanoidinas

Acidos clorogénico y quinico
Acidos alifaticos
Trigonelina o derivados
Cafeina

Lipidos

Aminoacidos

Proteinas

Otros azucares
Azlcares reductores
Sacarosa

Polisacaridos

4.5
. 4.2
0.1
0.0

0.0
= 33
(.9

[ Café tostado

W Café verde

Fuente: llly y Viani, 2005.

Carbohidratos. Entre 15% y 20% de los polisacaridos contenidos en los granos de café verde se

degradan en el tostado; la sacarosa se descompone completamente, se carameliza, y asi, se producen

pigmentos que dan color caramelo y amargo a la bebida y también acidos férmico, acético, glicdlico,

lactico y compuestos aromaticos como los furanos. Mas del 99% de los azUucares reductores reaccionan

con los aminoéacidos en la conocida reaccién de Maillard o glicacion (Clarke y col., 2001; Nursten, 2005

y Murkovic y col., 2006), de esta manera, se forman las melanoidinas que dan el pigmento marrén a los

granos de café y otorgan sabor y color a la bebida. Diferentes estudios sugieren que éstas son

responsables de propiedades antioxidantes (Cinza-Borrelli y col., 2002). Ademas, mediante estas

reacciones se producen los pirroles, tiofenos, oxazoles, tiazoles y pirazinas del aroma del café tostado.




Acidos. Los principales acidos del café tostado son: clorogénico, quinico, citrico, acético, malico,
férmico, fosfdrico, glicélico, lactico y otros 36 acidos. Estos acidos provienen del café verde y otros se
producen en el tostado a partir de los carbohidratos, sacarosa, acidos citrico, malico y fosférico,

trigonelina y lipidos contenidos en la almendra (Clarke y col., 2001 y Ginz, 2000).

Acidos clorogénicos. Son compuestos fendlicos que se relacionan con la prevencion de enfermedades
oxidativas, debido al grupo fenol que poseen en su estructura (Morishita y Ohnishi, 2001), en la
proteccion de los dientes ya que forman una pelicula protectora contra las bacterias (Daglia y col., 2002)

1.3.2. Sustancias bioactivas

Estudios recientes indican que algunos constituyentes del café, como los acidos fendlicos (derivados del
acido clorogénico y taninos), los compuestos formados durante la reaccion de Maillard (melanoidinas),
la cafeina y ligninas, poseen propiedades antioxidantes (Tabla 5) (Yanagimoto y col., 2004; Fujioka y
Shibamoto, 2006; Van Dam, 2006; Votavova y col., 2009).

De esta forma, éstas sustancias bioactivas pueden reducir las enfermedades asociadas al estrés
oxidativo como la diabetes, la neurodegeneracion, las enfermedades hepaticas, cardiovasculares y
cancer (Penckofer y col., 2002; Gandhi y Wood, 2005; Albano, 2006; Butterfield y col., 2006; Davidson
y Duchen, 2007; Hwang y Bowen, 2007).




Tabla 5. Sustancias bioactivas presentes en el café.

Sustancias bioactivas presentes en el café

Sustancia Actividad Bioldgica
Acido cafenil quinico Antioxidante
Acetaldehido Inhibidor de la tiroxinaza
Adenina Vasodilatador y Diurético
Alfa-tocoferol Antioxidante
Asparagina Diurético
Acido aspartico Neuroexcitante
Beta-caroteno Antioxidante
Acido cafeico Antidepresivo y antioxidante
Calcio Vasodilatador
Colina Hipoquinético
Acido citrico Anticoagulante y antioxidante
Citrostadienol Antirreumatico
Cianidina Antioxidante
Cisteina Antioxidante
Cicloeucalenol Antibacterial
Eugenol Antioxidante y vasodilatador
Gamma-tocoferol Antioxidante
Guaiacol Anestésico
Hierro Antihemorragico




Acido isoclorogénico Antioxidante
Isoeugenol Antioxidante
Lanosterol Antioxidante
Metionina Antioxidante

Niacina Vasodilatador
Acido oléico Antiinflamatorio
Acido oxalico Hemostatico

Para-cresol Antioxidante
Melanoidinas Antioxidante

Fuente: Duke, 2009.

Durante el procesamiento del café, el tostado afecta su composicion, lo que puede reducir la actividad

antioxidante, debido a la degradacion del &cido clorogénico y otros compuestos fendlicos. Sin embargo,

se ha encontrado que la actividad antioxidante del café tostado se puede mantener debido a la formacion

de los productos de la reaccion de Maillard (Budryn y col., 2009).

1.3.3. Acidos clorogénicos

Los compuestos fendlicos son constituyentes de plantas superiores, se encuentran en una amplia gama

de alimentos como frutas, vegetales, cereales y legumbres, asi como bebidas de origen vegetal, como

vino, té y café (Cheynier, 2005; Manach y col., 2004). Estos compuestos son metabolitos secundarios

de plantas generalmente involucrados en defensa contra radiacion ultravioleta o agresion por patégenos

(Farah y Donangelo, 2006).




Muchos de estos compuestos fendlicos han recibido una atencion considerable como factores
protectores contra enfermedades crénico degenerativas en humanos (cataratas, enfermedades
neurodegenerativas y diabetes mellitus), cancer y enfermedades cardiovasculares (Scalbert y col.,
2005).

Los compuestos que mas contribuyen con la capacidad antioxidante del café son los compuestos
fendlicos, principalmente los acidos clorogénicos, seguidos por las melanoidinas (Perrone y col., 2012).
El café es la principal fuente de &cido clorogénico en la dieta humana (Santos y col., 2007).

En los granos de café, los compuestos fendlicos estan presentes predominantemente como una familia
de ésteres formados entre acidos hidroxicindAmicos y acido quinico, colectivamente conocidos como

acidos clorogénicos (Clifford, 1985).

Otros compuestos fendlicos, como taninos, lignanos y antocianinas también se encuentran presentes en
los granos de café aunque en menor cantidad (Farah y Donangelo, 2006). En la Figura 5 se muestra la

estructura de acido quinico el cual pertenece al grupo de los taninos.

Figura 5. Estructura de acido quinico

Los &cidos clorogénicos se encuentran en las paredes celulares, esterificados a los polisacaridos: se
biosintetizan a partir de la fenilalanina, son precursores de la lignina, influyen en la textura y plasticidad
de las plantas, cumplen funciones de proteccion de las plantas contra los microorganismos, de la luz

ultravioleta, el dafio por herbivoros y los dafios fisicos (Kroon, 1999; Parr y Bolwell, 2000).




Los acidos clorogénicos se encuentran en los granos de café principalmente como mono y di-ésteres, y
conforman mas de 40 4cidos, en grupos de isbmeros con sustituciones en las posiciones 1, 3-, 4-, 6 5-,
del &cido quinico (Clifford y col., 2006).

La cantidad de &cidos clorogénicos varia con el grado de maduracion, la especie y otros factores
asociados a la calidad del café, tal como la altura y la presencia o ausencia de sombra e inclusive se les
relaciona con la resistencia a algunas enfermedades (Aerts y Baumann 1994). En la Tabla 6 se muestran
los nombres, formulas quimicas y estructurales de algunos de los principales acidos clorogénicos

presentes en el café.

Tabla 6. Nombres y formulas quimicas y estructurales de algunos acidos clorogénicos presentes en el café.

Nombre comin  Férmula moleculary  Férmula estructural Obtencioén
nombres quimicos
Quinico C,H1,0¢ 0O Quina, café
QA 1,3,4,5-Tetrahidroxi-(1a, HO
3R, 4q, 5R) ciclohexano- Z, OH
carboxilico
\\
HO \ — ‘VOH
HO
Cafeico CoH50; fo) HO Arandano,
= manzana, cidra,
CA 3,4-Dihidroxi-cinamico3- orégano,
(3,4-Dihidroxifenil)-2- 7 verbena. tomillo
propenoico albahaca
cdrcuma, café
OH
OH




Feralico C10H1004 0 HO Cereales, arroz,

~ café, trigo,
FA Trans-4-Hidroxi-3- avena, manzana,
metoxicinamico 3-(4- mani
hidroxi-3-metoxi-fenil)-2-
propenoico AN
P
OCH,
OH
Clorogénico C16H1509 0\ Café, arandanos,
~Ho manzana, cidra.

5-cafeoil-quinico 1,4,5-Thrihydroxi- Es el acido

HO o
ciclohexano carboxilico 3- | " .
5-CQA (3,4-dihidroxicinamato) 3- Ho\\‘Qo) = ;ebnuor:szn o
[[3-(3,4-Di-hidroxifenil)-1- &
oxo-2-propenil]oxi]-1,4,5, o care.
-trihidroxiciclohexano-
carboxilico

=ny

Fuente: Clifford, 1985; Clifford, 1999; Kroon y col., 1999; Clifford y col., 2006; Maria y col., 2004; Parr y col., 2000.

1.3.3.1. Ruta metabdlica para la sintesis de los acidos clorogénicos

Los acidos clorogénicos son productos de la ruta de fenilpropanoides. En las plantas, los acidos fenélicos
son sintetizados a partir de la fenilalanina y tirosina en la ruta del acido shiquimico, en la cual convierte
a precursores simples de los carbohidratos, derivados de la glicolisis y de la ruta de las pentosas fosfato
(fosfo-enol-piruvato y D-eritrosa-4-fosfato), en aminoacidos aroméaticos. La sintesis de los aminoécidos
aroméaticos comienza con la condensacion de una molécula de D-eritrosa-4-fosfato y con una molécula
de fosfo-enol-piruvato, el resultado es un azucar de siete carbonos, que es ciclada y posteriormente
reducida para formar shikimato. El corismato es un punto de ramificacién que por un lado, da origen a la

fenilalanina, y por el otro, origina al triptéfano (Farah y Donangelo, 2006).

Los &cidos fendlicos se sintetizan por la ruta de los fenilpropanoides (Figura 6), la cual comienza
utilizando L-fenilalanina generada por la ruta del acido shikimico. La L-fenilalanina es desaminada por
la fenilalanina amonialiasa (PAL) formando el &cido cindmico. El acido cinamico es subsecuentemente

hidroxilado por la acido cinAmico 4-hidroxilasa (CAH) para originar al acido p-cumarico. El &cido p-




cumarico se convierte a p-cumaril CoA por la enzima acido 4-cumarico: CoA ligasa (4CL). La ruta general

de los fenilpropanoides termina con p-cumaril Coenzima A (Vermerris y Nicholson, 2006).

Los pasos finales de la biosintesis del 5-monoacil CGA han sido estudiados en gran cantidad de plantas
como el café y parecen incluir uniones del 4cido trans-cinamico a la coenzima A (CoA) a partir CoA
liasa, seguido por transferencia de &cido quinico por una cinamoil transferasa (Gross, 1981). Los acidos
hidroxicinamicos (p-cumarico, cafeico, ferulico y sinapico) puede ser sintetizados por acido cindmico por

hidroxilacién o alternativamente por tirosina por acciéon de la tirosina amonio-liasa (Farah y col., 2006).

=]

COOH COOH COOH C
- i S T SCoA
NHa
PAL CAH HO ACL HOY

L-phenyalanine t-cinnamic acid 4-goumnaric acid d-coumaroyl-Coh
HCT .: HO. COOH
HO COCH HO COOH HO oH
Q o] OH
HO 3-hydroxylase guinie acid
o ° OH o o CH (alternatively shikimic acid)
OH CH COOH
HO HO
chloregenic acid HCT ? 4-coumaroyl-quinic acid
(catfeoyl-shikimie acid) o {3-coumaroyl-shikimic aecid)
I HO OH
HC c
e ™Mscon oH
— — — = lignin and other phenolie derivatives
Ho
caffeoyl-CoA
Figura 6. Metabolismo de fenilpropanoides Fuente: Belén, 2013.




1.4. SUBPRODUCTOS DE CAFE

La generacion de residuos del sector cafetalero es inevitable y, considerando la enorme cantidad de
subproductos generados, el aprovechamiento integral de los mismos con aplicaciones especificas

promete un desarrollo sustentable de la economia industrial del mismo pais productor (Aguilar, 2013).

Recientemente se han tenido avances significativos en el empleo de subproductos o desechos
agroindustriales para la obtencion de productos de valor comercial, como vitaminas, agentes
antimicrobianos, antioxidantes naturales, enzimas, entre otros, los cuales son de gran interés para la

industria farmacéutica, cosmética y de alimentos (Murthy y Madhava, 2012).

De acuerdo con Aguilar (2013) en el caso de los residuos de la industria del café existe muy poca
informacion sobre su aprovechamiento aplicado a nivel industrial, y hablando de México en particular, la

informacion disponible es adin menor.

En recientes afios ha incrementado el interés por diferentes subproductos del café, ha incrementado el
interés del uso de la pulpa de café para produccién de biocombustibles (Corro y col., 2013), extraccion
de compuestos bioactivos (Bai, 2018), produccién de proteina unicelular y hongos comestibles
(Salmones y col., 2005), extraccidn a partir de la pulpa y de las hojas de café para obtenciéon de un

colorante natural (Diaz, M. y col., 2009; Aguilar y col., 2013).

Otro desecho de café, al cual se le ha dado un interés especial, es la borra de café, es un subproducto
derivado de la produccién de café soluble, también se obtiene durante la preparacion de la bebida, el
residuo corresponde a la fraccion insoluble del grano tostado, la cual representa el 10% del peso del
fruto fresco, cabe resaltar que este subproducto es desechado en grandes cantidades (Puertas-Mejia y
col., 2013; Calle, 1997).




1.4.1. Usos de borra de café

Produccion de papel. Un campo menos estudiado es su uso en la industria del papel. Los residuos del
café después de la preparacién de la infusion son materiales ricos en celulosa y hemicelulosa los cuales

pueden ser empleados para la produccion de diversos tipos de papel (Garcia-Mufioz y col., 1999).

Extraccion de sustancias bioactivas. Mussatto y col., (2011) estudiaron el proceso de extraccion de
compuestos bioactivos del residuo de la infusién de café empleando extraccion convencional sélido-
liquido. Los autores reportaron las condiciones adecuadas para la maxima extraccion del contenido
fendlico total y de la méxima actividad antioxidante.

Utilizacion como combustible directo. En las fabricas de café soluble, después del proceso de prensado
y secado, la borra se utiliza como combustible en las calderas generadoras de vapor de agua (Rodriguez
y col., 2010).

Produccién de biogas. Kostenberg y col., (1994) reportan una produccion de biogas, con un contenido

de metano entre 52% y 62%, del orden de 250 a 300 L/kg de sdlidos volatiles de borra.

Produccién de bioetanol. Agudelo (2002) reporta que se pueden obtener hasta 27.85 g de etanol a partir
de 56.98 g de celulosa proveniente de borra de café delignificada enzimaticamente, utilizando procesos

de sacarificacién y fermentacion simultanea.

Produccion de biodiesel. Combustible que se elabora a partir del proceso de esterificacion de aceites de
origen vegetal o animal, utilizando metanol o etanol, con el fin de remplazar el combustible diésel; para

el caso del aceite extraido de la borra, el promedio de los rendimientos fue de 10%, se comprob6 que




muy poco aceite pasa a la bebida y que éste puede recuperarse casi completamente de la borra
(Rodriguez y col., 2010)

Usos tradicionales. Los residuos del café obtenidos después de la molienda y de su utilizacién como
bebida se han utilizado por afios de manera artesanal y en pequefias cantidades para diversas
aplicaciones como composta (Suarez, 2012), para absorber aromas (Sara, 2017), como exfoliante
(Romero, 2016) y disolucién tintérea (Cevallos y Guerrero 2017) principalmente en la industria textil.

1.5. METODOS DE EXTRACCION

Para la extraccion de los compuestos presentes en los residuos del café, generalmente, se macera o se
muele. Se hace uso de diferentes soluciones acuometandlicas, cloroformo, etanol-cloroformo, agua,

metanol, etanol-agua, diclorometano (Cevallos y col., 2017; Puertas-Mejia y col., 2013; Solis y col., 2005)

Actualmente en la busqueda de tecnologias no contaminantes y consideradas “verdes”, se ha
encontrado que la extraccion asistida con ultrasonido llena estos requisitos ya que emplea menos

disolventes.
1.5.1. Extraccién hidrotérmica

Los &cidos clorogénicos son precursores del sabor y de los pigmentos del café tostado (Moreira y col.,

2001) cabe mencionar que tienen gran solubilidad en agua (Amorim y col., 1973).

La extraccion de &cidos clorogénicos en la bebida depende de la molienda del café, la proporcion de

café en agua, el método de elaboracion y la prolongacion de tiempo en que esta el café en contacto con




el agua, altas temperaturas por abajo de 100 °C resultan en una extraccion considerable de acidos
clorogénicos (Trugo y col., 1984; Clifford, 1987). Los indices de extraccion incrementan en los primeros
10 minutos, mientras que la extraccion mas alta de acidos clorogénicos usualmente ocurre en los 2
primeros minutos a 93 °C, incrementando con menor velocidad después de esto (Merrit and Proctor,
1959, Clifford, 1987).

1.5.2. Extracciéon ultrasonica

Ultrasonido es el nombre que reciben las ondas de sonido con frecuencias mayores a aquellas que
pueden ser detectadas por el oido humano. El efecto del ultrasonido se debe a la cavitacion, se produce
en aquellas regiones de un liquido que se encuentra sometido a presiones de alta amplitud, el resultado
es la formacion ininterrumpida de microburbujas cuyo tamafio aumenta miles de veces en la alternancia
de ciclos de presion. Las microburbujas que alcanzan un tamafio critico implosionan o colapsan, lo que
supone liberacibn de energia, ocasionando incrementos de temperatura instantaneos (Herrero y
Romero, 2006).

Esta metodologia es emergente y se fundamenta en la aceleracion de la transferencia de masa y calor,
de manera que interaccionan con el material alterando sus propiedades fisicas y quimicas y el efecto de
cavitacion favorece la liberacion de los compuestos a extraer y mejora el transporte de masa debido al

rompimiento de la pared celular (Robles-Ozunay col., 2012).

1.6. ANTIOXIDANTES

Se define como antioxidante a aquella “sustancia que, presente en bajas concentraciones comparada
con los sustratos oxidables, retardan o previene significativamente la oxidacion de esos sustratos”
(Gutteridge, 1993; Miller, 1998).




Un radical libre es cualquier especie quimica capaz de existir de forma independiente y que presenta
uno o mas electrones desapareados en su estructura. Como consecuencia, son altamente reactivos lo
que hace que tengan una vida media del orden de milisegundos, aunque varia segun el tipo de radical

libre (Halliwell y col., 1992). Los antioxidantes detienen el efecto de los radicales libres.

Perez y Pérez de Alejo (2000) sefalaron que uno de los mecanismos de accién de los antioxidantes
presentes en el cuerpo es aquél en que la molécula de antioxidante, al colisionar con un radical libre de
oxigeno, le cede un electrén, que se oxida a su vez y se transforma en un radical libre de oxigeno débil

no téxico.

En el ambito de los alimentos se puede definir a los antioxidantes como “aquellas sustancias que, en
bajas cantidades, actuan previniendo o retardando grandemente la oxidacion de materiales facilmente

oxidables tales como las grasas” (Chipault, 1962).

Las principales caracteristicas de un compuesto o sistema antioxidante son (Namiki, 1990):

o La prevencion o deteccion de una cadena de propagacion oxidativa, mediante la estabilizacion

del radical generado

o La regeneracion del antioxidante radicalario ayudando asi a reducir el dafio oxidativo en el

cuerpo humano

1.6.1. Clasificacion de los antioxidantes

Segun el modo de accidn, los antioxidantes se clasifican en primarios, secundarios o terciarios:




a) Primarios: Incluyen compuestos fendlicos (Gordon, 2001). Impiden la formacion de radicales
libres, frenan la reaccion en cadena de los radicales libres, especialmente de las especies
reactivas del oxigeno. Se comportan como captadores de estos especies reactivas de oxigeno
(Katalinic, 2005).

b) Secundarios: Cuando el nivel de antioxidantes primarios ha sido rebasado, el organismo tiene un
segundo nivel de proteccion, los antioxidantes secundarios que atrapan a los radicales libres que
se han formado, impidiendo asi la iniciacion de una cadena oxidativa o interrumpiendo su
propagacion (Doria y col., 2012). De acuerdo a Gordon (2001) operan a través de cierto nimero
de mecanismos, incluyendo su union a metales pesados, captacion de oxigeno, conversion de

hidroperoxidos a especies no radicales, adsorcion de radiacion UV.

c) Terciarios: Reparan el dafio causado a las moléculas por los radicales libres o eliminan aquéllas
gue se han estropeado (Page y col., 2009).

1.6.2. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante es la capacidad que tiene una sustancia para disminuir la presencia de las
especies reactivas de oxigeno antes de su ataque a diversos sustratos (lipidos, proteinas, ADN). Las
especies reactivas de oxigeno que se producen y escapan a los sistemas de defensa, producen

continuamente irremediables dafios (Quintanar y col., 2009):

a) Dafo al ADN. Los radicales libres pueden causar entrecruzamiento de proteinas-ADN,
intercambio de croméatidas hermanas, dafio a la estructura de la desoxirribosa-fosfato, oxidacion
de las bases nitrogenadas, conversion de bases (la desaminacion de la citosina en uracilo y de
la 5- metilcitosina en timidina), aperturas de anillos, liberacion de bases, rompimiento de cadenas

(una o dos hebras) todo lo anterior puede inducir mutaciones y carcinogénesis.

b) Dafio a las proteinas. Las especies reactivas de oxigeno pueden inducir en el extremo la

fragmentacion de proteinas, pero ademas existen una serie de alteraciones que pueden modificar




notablemente su funcién, modificando con ello el metabolismo, la estructura, el transporte, los

receptores, las proteinas reguladoras y los inmunorreguladores, entre otros.

c) Danfo alos lipidos. La oxidacion de los lipidos membranales provoca pérdida de la permeabilidad,

la fluidez y la integridad de las membranas (la plasmatica y de los organulos celulares).

d) Dafo a los carbohidratos. Los carbohidratos son dafiados por los radicales libres en menor
proporcion que otras moléculas. AzUcares tales como glucosa, manitol o ciertos desoxiazucares

pueden reaccionar con el radical hidroxilo para producir sustancias reactivas.

Por otra parte, se debe tener en cuenta que el organismo también utiliza los radicales libres para la
destruccién de bacterias y patégenos invasores. Por lo tanto, el problema real se presenta cuando las
especies reactivas de oxigeno (EROs) sobrepasan las defensas enddgenas ocasionando los dafios
antes mencionados (Gonzalez y col., 2001).

Una especie reactiva de oxigeno es un atomo o molécula con electrones desapareados, y por lo tanto,
es una especie inestable. Entre estos podemos mencionar a los radicales, (i6n superoxido, radical
hidroxilo, alcoxilo, peroxilo y 6xido de nitr6geno) y a los no radicales (peréxido de hidrégeno, oxigeno

singulete y peroxinitrito) (Gonzélez y col., 2001).

1.6.3. Cuantificacién de la actividad antioxidante

Alternativamente, diversos compuestos cromdgenos son utilizados para determinar la capacidad de los
compuestos fendlicos que contienen los frutos para captar los radicales libres generados, operando asi
en contra de los efectos perjudiciales de los procesos de oxidacion, que implican a especies reactivas

de oxigeno (Arnous y col., 2002; Giusti y col., 2001; Kim y col., 2002).




Estos métodos deben ser rapidos, reproducibles y requerir cantidades pequefias de los compuestos
quimicos por analizar, ademas de no estar influenciados por las propiedades fisicas de dichos

compuestos (Marco, 1968).

Los siguientes son ejemplos de los modelos in vitro mas frecuentemente usados para la evaluacion de

la actividad antioxidante total:

a) Método del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH?¢)

b) Ensayo FRAP, (Del inglés ferric-reducing antioxidant power)

c) Método ORAC, (Del inglés Oxygen Radical Absorbance Capacity)
d) Método del 6-sulfonato-3-etilbenzotiazolina (ABTS)

e) Método del N,N-dimetil-p-fenilendiamina (DMPD)

Dos de los métodos mas utilizados son DPPH y ABTS, es por este motivo que en el presente trabajo se
eligieron estos métodos, y se describen a continuacion:

1.6.3.1. Método DPPH

Brand-Williams y col., (1995) evaluaron la actividad de compuestos especificos o extractos usando el
radical libre estable, que tiene un electron desapareado, 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPHe) en una
disolucién metandlica. La deslocalizacion del electron también intensifica el color violeta tipico del
radical, decolorandose a amarillo palido cuando el DPPH reacciona con un antioxidante (Figura 7). La
reduccion del DPPHe se monitorea por la disminucién en la absorbancia a una longitud de onda
caracteristica. En su forma de radical libre, el DPPH+ absorbe a 515 nm y cuando sufre reduccion por un
antioxidante, esta absorcion desaparece. En consecuencia, la desaparicion de la absorbancia del DPPHe

proporciona un indice para estimar la capacidad del compuesto de prueba para atrapar radicales.
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Figura 7. Modelo de capacitacion del radical libre DPPH por un antioxidante

Donde AH es un antioxidante que actia como antirradical donando atomos de hidrégeno, dando como
resultado radicales con estructuras moleculares estables que detendran la reaccion en cadena, tal es el
caso de los fenoles. El nuevo radical formado (A+) puede interactuar con otro radical para formar
moléculas estables (DPPH-A, A-A). La reacciéon entre el DPPHe y un compuesto depende de la
conformacion estructural del mismo, por lo que las comparaciones cuantitativas no siempre son

apropiadas.
1.6.3.2. Método ABTS

La generacion del radical ABTSe+ (Figura 8) constituye la base de uno de los métodos
espectrofotométricos que han sido aplicados para medir la actividad antioxidante total de soluciones o
sustancias puras y mezclas acuosas. El método original de ABTSe<+ estaba basado en la activacion de
la metilmioglobina con peréxido de hidrégeno en presencia de ABTS para producir un radical catién, en
presencia o ausencia de antioxidantes. Este fue criticado debido a que la reaccion rapida de los
antioxidantes, contribuye a la reduccién del radical ferrilmioglobina. Un formato mas apropiado para el
ensayo consiste en la técnica de decoloracién, en la cual el radical es generado directamente en una

forma estable antes de la reaccion con los antioxidantes.

La técnica mejorada para la generacién del radical cation ABTSe+, implica la produccién directa del
cromoéforo ABTSe+ verde-azul a través de la reaccion entre ABTS vy el persulfato de potasio (K,S;0Os).

Este presenta tres maximos de absorcion a las longitudes de onda de 645 nm, 734 nm y 815 nm. La




adicion de los antioxidantes al radical pre-formado lo reduce a ABTS. De esta manera el grado de
decoloracién como porcentaje de captacion del radical catiéon ABTSe+ esta determinado en funcién de
la concentracién y el tiempo; asi como del valor correspondiente usando el Trolox como estandar, bajo

las mismas condiciones (Ojha, 2012).
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Figura 8. Estructura de radical libre ABTS.

1.6.4. Cuantificacion de Fenoles Totales

El método de Folin-Ciocalteu se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes
oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sodico, que reaccionan con
cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-fosfotiingstico de color amarillo (Peterson,
1979). La transferencia de electrones a pH basico (Na,CO; al 5-10 %, acuoso) reduce los complejos
fosfomolibdico-fosfotlingstico en 6xidos, cromdgenos de color azul intenso, de tungsteno (WgO,3) ¥y
molibdeno (MogO,3), siendo proporcional este color al nUmero de grupos hidroxilo de la molécula
(Julkunen-Tiito, 1985).

Si bien es cierto que el mecanismo en concreto aln no esta definido completamente se pueden apreciar
los productos. Los cuales son la reduccién a los polifenoles tienen una coloracién azulada que se
cuantifica espectroscopicamente de uv/vis debido a que absorbe a una longitud de onda de 750 nm,
usando una recta patrén con acido galico, el contenido de fenoles totales generalmente, se expresa en

equivalentes de acido galico (Garcia, 2003).




1.6.5. Medicién del color

El color a menudo se utiliza para determinar el contenido de pigmentos de un producto, que a su vez es

un indice de calidad, como es en el caso del salmoén o del vino (Gonzélez y Vicente, 2007).

Thomas Young menciona que el ojo detecta diferentes colores porque contiene tres tipos de receptores,
cada uno de ellos sensible a una unica tonalidad del color (Badui, 2006).

Existen tres tipos de conos; uno especialmente sensible a la luz roja con longitud de onda variando
desde 700 a 770 nm, otro a la luz verde desde 495 a 570 nm y un tercero a la luz azul desde 400 a 475
nm. La combinacion de estos tres colores basicos (rojo, verde y azul) permite diferenciar numerosos

tonos (Figura y Teixeira, 2007).

El método de espectrometria de reflexion se basa en tres coordenadas: el tono (rojo, azul, verde y
amarillo, y combinaciones de éstos), la cromaticidad o saturacién (qué tan intenso es el color) y la
luminosidad (componente blanco o negro). El CIE (Comisién Internacional de la lluminacién) desarrolld
un sistema basado en una fuente de iluminacion estandar y un observador estandar, sobre el que se
construy6 un sistema tricromatico basado en la percepcién del ojo humano: rojo, verde y azul, y tres
pardmetros: L* = luminosidad, a* = rojo a verde; b* = amarillo a azul. Con el espacio de color CIELAB es
posible describir cualquier color. Por otra parte, existen dos magnitudes psicofisicas, el tono (h*) y el

croma (C*), calculadas a través de féormulas matematicas a partir de a* y b* (Badui, 2006).
1.6.6. Cromatografia de capa fina

En 1906, el botanico Ruso M. Tswett realizdé un experimento que condujo al descubrimiento de lo que

hoy conocemos como cromatografia. Colocé un extracto de pigmentos vegetales en la parte superior de




una columna de vidrio rellena de carbonato de calcio (CaCOs). Al agregar éter, observéd que la mezcla
original se separaba en diversas bandas coloridas que descendian a través de la columna a diferentes
velocidades, dicho lo anterior, esta técnica permite determinar la presencia de los compuestos
coloreados de interés.

La cromatografia se define como la separaciéon de una mezcla de dos 0 mas compuestos por distribucion
entre dos fases inmiscibles: una fase moévil, que transporta las sustancias que se separan y que progresa
en relacién con la otra, denominada fase estacionaria. La fase movil puede ser un liquido o un gas y la

estacionaria puede ser un sélido o un liquido (Gémez, 2013).

En la cromatografia en capa fina (CCF), se utiliza una placa recubierta con el adsorbente (fase
estacionaria) en forma de una capa delgada, de espesor constante, adherida sobre un soporte rigido,

que puede ser una placa de vidrio, aluminio o poliéster (Gémez, 2013).

El eluyente (fase movil) ascendera por capilaridad por la placa y arrastrara los componentes en forma
diferenciada a lo largo de ésta, produciendo “manchas” de los componentes. El grado de elucién de las
sustancias dependera tanto de su propia polaridad como de la polaridad del eluyente utilizado (Gémez,
2013).

1.7.  APLICACION DE COLORANTES NATURALES EN PRODUCTOS ALIMENTICIOS

Los colorantes extraidos de fuentes vegetales como los residuos de café pueden tener aplicacion en
algunos productos alimenticios como el yogurt y la leche, ademas de aportar nutrientes, afectaran
beneficiosamente a una o varias funciones del organismo, de manera que proporcionan un mejor estado
de salud y ejerzan un papel preventivo ya que pueden reducir los factores de riesgo que provocan la

aparicion de enfermedades.




1.7.1. Yogurt

El yogurt es un derivado lacteo, de consistencia semisélida, coagulado mediante la fermentacion de la
leche por bacterias acido lacticas, las bacterias mas comunes que son responsables de estos efectos

son: Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus (Luis et al., 2015).

Para llevar a cabo el proceso de fermentacion la accion de esas bacterias desencadena un proceso
microbiano, la lactosa se transforma en &cido lactico durante el proceso de fermentacion tienden a crear

coagulo con propiedades adecuadas de pH, sabor y aroma (Rivero et al., 2017).

De acuerdo con Gaona (2017) la elaboracién del yogurt tiene diferentes etapas:

o Filtracion: En esta etapa se filtra la leche mediante tamices de tela con el fin de eliminar impurezas

0 particulas extrafias.

o Pasteurizaciéon: Se pasteuriza la leche con el fin de inactivar la carga microbiana y que no se
presenten interferencias con el desarrollo de los microorganismos lacteos; la pasteurizacién debe

de alcanzar una temperatura de 90° C durante 20 minutos.

o Enfriamiento: Después de la pasteurizacion se debe de enfriar a 45°C para cumplir con la etapa

de inoculacion.

o Inoculacion del cultivo lactico: Se agrega 3 % del fermento Lactobacillus bulgaricus vy
Streptococcus thermophilus, con base a la cantidad de yogurt a producir y después se agita

lentamente.

o Incubacién: Se coloca en la caja térmica, a temperatura de 45°C por 4 horas ya que éste es el

tiempo necesario para la fermentacioén lactea, formando coagulo alcanzando un valor de pH 4.5.




o Enfriamiento: Alcanzada la acidez adecuada y formado el gel, se refrigera para frenar la actividad
del iniciador, evitando que la fermentacién continde, la temperatura de enfriamiento no debe de

exceder a 5°C en camaras de refrigeracion.

o Agitacion y dosificacién: Consiste en romper el codgulo cuidadosamente para tener un producto
homogéneo; la agitacion se realiza lentamente durante aproximadamente 3 minutos. En la etapa
de dosificacion se afiade el colorante, el saborizante y por ultimo el conservante, dosificando con
base en las especificaciones de los productos adquiridos.

o Envasado y etiquetado: Se vierte en envases previamente esterilizados, para luego pasar a la
etapa de etiquetado, donde se debe especificar los ingredientes, incluido los aditivos alimentarios
que se emplearon en la elaboracion del yogurt.

o Almacenamiento: Se almacena el producto final a temperaturas de refrigeracién de 5°C.

1.7.2. Leche saborizada

Desde hace muchos afios la leche se ha constituido en un alimento basico de la dieta humana, para
satisfacer las necesidades nutricionales, la leche de vaca es una emulsién formada por el 87% de agua
y el 13% de grasa. Su alto valor nutricional proviene de las proteinas, carbohidratos, grasas, vitaminas
y minerales de alta disponibilidad, como el calcio, esencial en la formaciéon y mantencién de huesos y
dientes (Carpio, 2001).

De acuerdo con Espinoza y Zapata, (2010) el mercado actual ofrece gran cantidad de marcas y tipos de
leches, siendo las saborizadas altamente requeridas por los consumidores, puesto que estan listas para
el consumo y sus sabores cautivan tanto a los nifios como a los jovenes y adultos. “Leche saborizada
es el producto obtenido a partir de la leche entera, parcialmente descremada o descremada
pasteurizada, sometida a tratamiento a altas temperaturas, a la que se han adicionado saborizantes,
aromatizantes, edulcorantes y estabilizadores autorizados con el objeto de obtener un producto con

caracter organoléptico diferente” (Reglamento Sanitario de los Alimentos, 2009).




CAPITULO 2 OBJETIVOS




2.1 Objetivo General

Caracterizar el pigmento bioactivo obtenido a partir de residuos de café y evaluar su aplicacién en

productos alimenticios

2.2. Objetivos Especificos

¢ Comparar dos métodos de extraccién de los pigmentos bioactivos

o Identificar la presencia de compuestos de interés

e Cuantificar fenoles totales en los extractos mediante Folin-Ciocalteu

¢ Cuantificar actividad antioxidante de los extractos por DPPH y ABTS

e Medir color en el extracto liquido por colorimetria

e Comparar resultados de pruebas fitoquimicas de residuos de café y café sin usar
e Probar posibles aplicaciones de los pigmentos en la industria alimentaria (usar el
pigmento obtenido para la elaboracién de yogurt y leche con sabor a café y realizar un andlisis
sensorial de los productos alimenticios elaborados)




CAPITULO 3 HIPOTESIS




3.1. Hipotesis

Los pigmentos obtenidos a partir de residuos de café conservan una fraccion de compuestos quimicos
con poder tintéreo y capacidad antioxidante, lo que los convierte en pigmentos bioactivos. Dichos

pigmentos conferiran atributos (color, olor, sabor y textura) aceptables a los alimentos funcionales a

desarrollar.




CAPITULO 4 JUSTIFICACION




4.1. Justificacion

En los dltimos afios, existe recelo ante los colorantes sintéticos por lo que los consumidores demandan
el reemplazo de éstos por colorantes de origen natural, ya que se ha vuelto de suma importancia saber
lo gue consumen, asi mismo, se ha incrementado el uso de pigmentos naturales a nivel mundial debido

a la exigencia de productos naturales, que sean inocuos y aporten beneficios a la salud.

Se han realizado trabajos basados en la extraccion de los colorantes de origen natural a partir de
diversas fuentes como fresa, flor de jamaica, mortifio, mora de castilla, entre otros, sin embargo, éstas
resultan insuficientes por lo que se siguen buscando nuevas fuentes vegetales alternas para extraer

colorantes naturales.

Dicho lo anterior, el café tiene gran potencial como colorante, se ha visto que los colorantes naturales
provenientes de esta planta se pueden extraer de la pulpa, hojas, de los granos, asi como de los residuos
resultantes de la preparacién de la bebida. Tras el procesamiento de la planta, normalmente los residuos
son utilizados de manera artesanal en algunas aplicaciones como composta o exfoliantes. Sin embargo,
no se ha encontrado registro en la literatura en donde hayan hecho uso de los residuos del café para
extraer pigmentos con aplicacion en la industria alimenticia, por lo que se puede adoptar como una

posible alternativa de estudio.

En México, muy pocas o ninguna industria controla los residuos generados de la produccion del café y
por lo tanto sigue siendo un problema de contaminacién vigente. Considerando los avances recientes
en el empleo de residuos de café con fines especificos, se presenta una alternativa del aprovechamiento
de los residuos de la industria cafetalera, la borra o residuos de café, al darle un valor agregado ayudara
a minimizar los problemas ambientales producidos por la generaciébn de estos residuos. El
aprovechamiento de la borra de café en aplicaciones especificas, como extraer un colorante natural,

promete un desarrollo sustentable de la economia industrial y del mismo pais productor.

Algunos pigmentos naturales tienen la cualidad de contener propiedades antioxidantes. Un ejemplo de
ello son los pigmentos fendlicos, los cuales se conocen por ofrecer actividad biolégica antioxidante,
antidepresivo, vasodilatador, entre otros. Estudios han sugerido una positiva relacion entre el consumo
de alimentos con propiedades antioxidantes y su funcién en la prevencion de enfermedades crénicas

degenerativas, originado por radicales libres, por ello se busca evaluar la capacidad antioxidante de los




residuos de café generados en el procesamiento del café de la especie arabica, procedentes de Veracruz

y Oaxaca, con el fin de establecer un uso potencial de estos subproductos.

En esta investigacién se obtendra un pigmento bioactivo a partir de los residuos de café y se evaluara
su posible aplicacibn como colorante natural en la industria alimentaria. De esta manera se le dara un

valor agregado a un material que es considerado como desecho.




CAPITULO 5 MATERIALES




5.1. Materiales

Etanol (96%) y metanol (99.9%) fueron obtenidos de J. T. Baker S.A. de C.V., 2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (97%, DPPH), 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (98%, ABTS), (¥)-6-
Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid (97%, Trolox), reactivo comercial de Folin-
Ciocalteu 2N, &cido gélico (98%), carbonato de sodio anhidro (99%) y persulfato de potasio fueron

obtenidos de Sigma Aldrich, para todos los experimentos se utilizd agua destilada.

5.2. Material Bioldgico

Residuos de granos de café (Marca Villa's, proveniente de Veracruz y Marca La Organizacion,
proveniente de Oaxaca), los cuales fueron recolectados en la cafeteria del Campus El Cerrillo de la
UAEM en el mes de enero del 2018. Leche entera de vaca pasteurizada, leche en polvo, yogurt natural,
azucar, leche descremada de vaca ultrapasteurizada, leche sabor a café marca Café SIGLE SHOT Santa

Clara.




CAPITULO 6 METODOLOGIA




6.1. Preparacion de los residuos de café

En la Figura 9 se presenta la metodologia utilizada para la preparacién de los residuos de café:

Los residuos de café procedentes de Veracruz y
Oaxaca se recolectaron en la cafeteria del Campus El
Cerrillo, UAEM.

Los residuos de café se colocaron en charolas y se
colocaron al sol para eliminar un poco de humedad

Posteriormente se colocaron en un horno de
conveccion a 36 +1 °C por 24 horas

Por dltimo, fueron retirados del horno y se
almacenaron en bolsas con cierre hermético hasta su
posterior uso

Figura 9. Procedimiento para la preparacion de los residuos de café.

6.2. Obtencion de los extractos

Se realizaron dos tipos de extracciones:

- Extraccion hidrotérmica (EH)

- Extraccion por sonicacion (ES)

A ambos residuos de café (Oaxaca y Veracruz) se les aplicaron los dos tipos de extraccién, obteniendo

un total de cuatro extractos.

La extraccion hidrotérmica se llevd a cabo de acuerdo a la Figura 10




En un matraz de 250
mL se agregaron 1g
de residuos de café y
100mL de agua
destilada

Se tapo el matraz con
papel aluminio y se
sellé con cinta
adhesiva

Se llevdé a ebullicion
con agitacion por 20
min

V

Se centrifug6é a 2500
rpm por 10 min

El sobrenadante fue
decantado y
almacenado en
frascos color ambar

Los frascos con el
extracto fueron
almacenados a 4°C
hasta su posterior uso

Figura 10. Procedimiento para la obtencion del extracto mediante EH

La extraccion por sonicacién se realizé de acuerdo al procedimiento de la Figura 11:

En un matraz de 250
mL se agregaron 1g
de residuos de café y
100mL de agua
destilada

Las dispersiones
obtenidas fueron
sonicadas durante 10
min, a 70% de
amplitud y 24 kHz

Se centrifugé a 2500
rpm por 10 min

\
El sobrenadante fue
decantado y
almacenado en

frascos color ambar

Los frascos con el
extracto fueron
almacenados a 4°C
hasta su posterior uso

Figura 11. Procedimiento para la obtencién del extracto mediante ES




6.3. Barrido espectrofotométrico de los extractos

El barrido espectrofotométrico se realizé midiendo los extractos hidrotérmicos y por sonicacion de café
de Oaxaca y Veracruz sin usar, asi como los residuos, con una longitud inicial de 190 nm y una longitud
final de 600 nm, con un intervalo de 2.0 nm. Para la medicion de todos los extractos se realizé una
dilucion 1:10.

6.4. Cromatografia en capa fina de los extractos

Esta técnica se llevo a cabo de acuerdo a lo reportado por Rey y col., (2009) y Hurtado y col., (2015)
con ligeras modificaciones. Cada uno de los extractos (COEH, COES, CVEH y CVES) fueron inyectados
4 veces en una placa cromatografica, después se introdujo la placa con la muestra ya integrada en una
camara de vidrio, la cual contenia la fase movil, diclorometano:metanol en proporcién 6:4, 9:1y 8:2 mL
y 200 uL de acido acético glacial, la fase movil subié por capilaridad en la placa, arrastré y separ6 los
distintos componentes de la muestra en funcién de su polaridad. Cuando la fase mévil alcanz6 el borde
superior de la placa (0,5 cm), éste fue retirado de la cAmara y secado a temperatura ambiente hasta total
evaporacion de los disolventes. Para la identificacion de las manchas se utiliz6 una lampara UV las
placas fueron observadas a longitudes de onda de 254 y 366 nm. Por ultimo, las placas fueron reveladas
con cloruro férrico (ver Anexo No. 1) y DPPH, éste dltimo permitioé reconocer cualitativamente, bandas

con posible actividad antioxidante en color amarillo blanquecino.

6.5. Determinacidn de Fenoles Totales

La determinacién de fenoles totales se realizaron por el método de Folin-Ciocalteau descrito por Trejo
(2010) con pequefias modificaciones, se utilizé una disolucion de carbonato de sodio anhidro 20% pl/v,
una disolucién patrén de acido galico 0.1 mg/mL, el reactivo de Folin-Ciocalteau y agua destilada, todas
las reacciones se dejaron reposar 60 minutos a temperatura ambiente en la obscuridad y se midi6 la
absorbancia a 765 nm en un espectrofotometro GENESYS 10S UV-Vis Thermo Fisher Scientific. (La

técnica general se describe en el Anexo No. 2).




6.6. Determinacion de la capacidad antioxidante por el método de DPPH

El método para la determinacion de la capacidad antioxidante se realiz6 por medio del método de DPPH
descrito por Brand-Williams y col. (1995) con algunas modificaciones; para el cual se tomaron 0.1 Ml de
cada muestra y se les afiadié 3.9 mL de una disolucién del radical DPPH* (0.025 g/L), para la curva
patron se utilizd una disolucion stock 1.2 mM de TROLOX. Todas las reacciones se llevaron a cabo
durante 30 minutos a temperatura ambiente, protegidas de la luz, después se midi6 la absorbancia a
515 nm en un espectrofotdmetro GENESYS 10S UV-Vis Thermo Fisher Scientific. (La técnica general
se describe en el Anexo No. 3). La actividad antioxidante se expresa como porcentaje de inhibicién lo
cual corresponde a la cantidad de radical DPPH neutralizado por el extracto a una determinada

concentracion.

6.7. Determinacién de la capacidad antioxidante por el método de ABTS

También se utilizé el método de ABTS para la determinacion de la capacidad antioxidante descrito por
Lépez-Martinez y col. (2010) con algunas modificaciones. Se prepar6é una disolucion stock 7mM de
ABTS y una de persulfato de potasio 140mM, se combinaron 5mL de la primera con 88uL de la segunda,
se dejo reposar durante 12 horas a temperatura ambiente y protegido de la luz, transcurrido el tiempo
se diluyd hasta obtener una absorbancia de 0.74 a 734 nm. Se tomaron 0.1 mL de las diferentes
muestras y se les afiadié 3.0 mL de la disolucion ABTS, para la curva patrén se utilizé una disolucion
stock 1 mM de TROLOX. Todas las reacciones se llevaron a cabo durante 10 minutos a temperatura
ambiente, protegidas de la luz, posteriormente se midi6 la absorbancia a 734 nm en un
espectrofotdmetro GENESYS 10S UV-Vis Thermo Fisher Scientific. (La técnica general se describe en

el Anexo No. 4).

6.8. Determinacién del color del extracto por colorimetria

La cuantificacion del color se realizd por medio de un colorimetro KONIKA MINOLTA. Se determind el
valor de las variables L*, a*, b*, la primera se refiere a la luminosidad, la segunda va de rojo a verde y la

tercera de amarillo a azul.

Se calibro el equipo, posteriormente se coloco la muestra del extracto en papel filtro y éste a su vez se

coloco dentro de una caja Petri. Se midié la muestra obteniendo los valores correspondientes a las




variables L*, a* y b* como se muestra en la Figura 12 (Chuchuca y col., 2012). Se repitid6 este

procedimiento para cada uno de los extractos (CVEH, CVES, COEH y COES).

Figura 12. Lectura de variables L*, a* y b* en extracto.

6.9. Elaboracién de yogurt usando el pigmento bioactivo obtenido

Se preparé el yogurt y se le adicioné el pigmento obtenido de los residuos de café. El procedimiento se

describe en la Figura 13.
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Se depositaronl.5 L de leche en la olla y se
calent6é a fuego lento hasta alcanzar una
temperatura de 90° C. Durante el calentamiento,
se agregd la leche en polvo y se agitd
suavemente hasta disolverla por completo

N\

a )

Posteriormente se enfrié la leche hasta que
alcanzar una temperatura de 45° C, se
adiciond el yogurt natural (cultivo) agitando
la leche por 2 minutos para distribuirlo
homogéneamente. Etapa de Inoculacion.

N J




(" )

Se coloco la leche en la incubadora a 50°C 4 horas.
Pasado ese tiempo, se apag6 la incubadora y dejé reposar
12 horas mas.

.

( )

Se retir6 el yogurt de la incubadora. Se coloc6é en el
refrigerador durante 2 horas.

.

( )

Se retiré del refrigerador y se adicion6é el azlcar. Se
adicioné el pigmento en dos concentraciones diferentes:
0.50g/ 50g de yogurt y 1.0g/50g de yogurt. Se utilizd
yogurt sin pigmento como control.

. J

Figura 13. Proceso de elaboracion del yogurt.

Las muestras de yogurt fueron nombradas de la siguiente manera: M468, M277 y M019, las cuales
contenian las concentraciones del pigmento obtenido: 0% del extracto, 1% del extracto (0.50g de
extracto/50g de yogurt) y 2% de extracto (1.0g de extracto/50g de yogurt) respectivamente.

6.9.1. Medicién de pH
Las mediciones de pH se llevaron a cabo con un potenciémetro HANNA pH 210 Microprocessor pH
Meter. Las muestras de yogurt M468, M277 y M019 fueron colocadas en vasos de precipitado. El

electrodo se lavé con agua destilada, se secé y se introdujo en cada una de las muestras, finalmente se

hizo el registro de la lectura del pH.

6.9.2. Determinacién de color

La determinacion de color de las muestras de yogurt se llevé a cabo siguiendo la metodologia descrita

previamente en la seccion 6.8




6.9.3. Prueba hedodnica de yogurt con el pimento bioactivo

Para evaluar las caracteristicas sensoriales de las muestras en estudio, se realizé un analisis sensorial
mediante un panel no entrenado de 20 personas (estudiantes de la Facultad de Ciencias UAEM), con el
fin de determinar la aceptabilidad segun el nivel de adicion del pigmento obtenido. Se utilizé la escala
heddnica para medir la aceptacion del producto, empleando escalas categorizadas de 1 a 9 puntos. Los
atributos evaluados fueron: olor, color, sabor y textura. En la Tabla 7 se presenta la valoracion de cada
puntuacion de la escala heddnica.

Tabla 7. Formato de evaluacion sensorial para yogurt.

Nombre: Fecha:

INSTRUCCIONES

Frente a usted se presentan tres muestras de yogurt. Por favor, observe y pruebe cada una de
ellas, yendo de izquierda a derecha. Indique el grado en que le gusta o le disgusta cada atributo
de cada muestra, de acuerdo al puntaje/categoria, escribiendo el nimero correspondiente en la
linea del cddigo de la muestra.

Puntaje | Categoria

Me disgusta extremadamente

Me disgusta mucho

Me disgusta moderadamente

Me disgusta levemente

No me gusta ni me disgusta

Me gusta levemente

Me gusta moderadamente

Me gusta mucho

©| 0O N| O g &~ W N| Bk

Me gusta extremadamente

CcODIGO Callificacion para cada atributo

OLOR COLOR SABOR TEXTURA

M468

M277

MO019




6.10. Preparacion de leche adicionada con el pigmento

Se usaron 250 mL de leche descremada ultrapasteurizada, a la cual se le afiadieron 1.5 g (equivalente
a 0.6%) del pigmento obtenido, y se agregd azlcar, se mantuvo con agitacion constante hasta obtener

una mezcla homogénea.

6.10.1. Medicién de pH

Las mediciones de pH para la leche comercial y la leche adicionada con el pigmento se llevaron a cabo

siguiendo la metodologia descrita previamente en la seccién 6.9.1

6.10.2. Determinacién de color

Las mediciones de color para la leche comercial y la leche adicionada con el pigmento se llevaron a

cabo siguiendo la metodologia descrita previamente en la seccién 6.8

6.10.3. Prueba hedénica de leche saborizada

En la prueba heddnica se usé como referencia un producto comercial, leche sabor café, marca Café
SINGLE SHOT Santa Clara. El etiquetado fue al azar usando una letra y 3 nimeros. M025 y M0OO7 para
leche comercial y la leche adicionada con el pigmento, respectivamente. Las muestras fueron sometidas
a un analisis sensorial por medio de una prueba de degustacion (Tabla 8) utilizando 10 panelistas no

entrenados.




Tabla 8. Formato de evaluacién sensorial para leche.

Nombre:

Frente a usted se presentan dos muestras de leche. Por favor, observe y pruebe cada una de
ellas, yendo de izquierda a derecha. Indique el grado en que le gusta o le disgusta cada atributo
de cada muestra, de acuerdo al puntaje/categoria, escribiendo el nimero correspondiente en la

linea del cddigo de la muestra.

INSTRUCCIONES

Fecha:

Puntaje

Categoria

Me disgusta extremadamente

Me disgusta mucho

Me disgusta moderadamente

Me disgusta levemente

No me gusta ni me disgusta

Me gusta levemente

Me gusta moderadamente

Me gusta mucho
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Me gusta extremadamente

CcODIGO

Calificacién para cada atributo

OLOR

COLOR

SABOR

TEXTURA

MO007

MO025

6.11. Andlisis estadistico

Todos los experimentos se llevaran a cabo al menos por triplicado. Los resultados se expresaron como

el promedio de tres determinaciones, los cuales fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA)

para determinar si existia diferencias significativas entre las medias y una Prueba de Mdltiples Rangos

para saber que medias son significativamente diferentes de otras, mediante el software Statgraphics

Centurion XVI, version 16.0.09, considerandose estadisticamente significativos para un p < 0.05 y con

un intervalo de confianza de 95.0 %.




CAPITULO 7 RESULTADOS
Y DISCUSION




7.1. Barrido espectrofotométrico de los extractos

Los principales compuestos quimicos reportados en el café son los acidos clorogénicos, las
melanoidinas, cafeina y trigonelina, estos compuestos absorben la luz a una longitud de onda especifica.
Una manera de determinar la presencia de dichos compuestos es haciendo un barrido de absorbancia
mediante espectrofotometria para determinar la longitud de onda a la cual absorben. Para ello, se
hicieron barridos de absorbancia de extractos de café sin usar (sin haber sido usado para preparar la
bebida de café) y de extractos obtenidos a partir de residuos de café (café obtenido después de la
preparacion la bebida de café). Se uso el café de las dos fuentes (Oaxaca y Veracruz).

En la Figura 14 se presentan los resultados obtenidos, como puede observarse, los graficos de CVSUEH
(café de Veracruz sin usar, extraccion hidrotérmica) y CVEH muestran un pico entre las longitudes de
onda de 270y 380 nm, en cuanto a COSUEH (café de Oaxaca sin usar, extraccion hidrotérmica) y COEH
se aprecia que tienen un comportamiento similar al obtenido por el café de Veracruz con el mismo tipo
de extraccion, pero presentan un pico entre las longitudes de onda de 270 y 390 nm. De acuerdo con
la literatura, la maxima absorbancia de los acidos clorogénicos es alrededor de 242 a 325 nm (Lallemand
y col., 2012). Las melanoidinas presentan un pico de absorbancia a 293 nm (Kim y col., 2008).
Finalmente, L6pez (2008) reporta que la cafeina y trigonelina absorben a una longitud de onda de 276nm
y 268nm respectivamente. Los resultados obtenidos presentan un pico de absorbancia abarcando las
longitudes de onda antes mencionadas por lo que podemos corroborar la presencia de los compuestos
quimicos antes mencionados en los extractos obtenidos a partir del café nuevo. Por otro lado, en la
Figura 14 también puede observarse que los extractos obtenidos a partir de los residuos del café
presentan los mismos picos de absorbancia s6lo que en menor intensidad, en ambos casos (café de
Oaxaca y de Veracruz). Por lo tanto, podemos decir que los residuos de café conservan los compuestos

guimicos presentes en el café sin usar, pero en menor concentracion.

Es importante destacar que el café de Oaxaca presenta una mayor concentracion de los compuestos en

ambos casos (a partir de residuos de café y de café sin usar), dado que las absorbancias son mayores.
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Figura 14. (a) Barridos espectrofotométricos de CVSUEH y CVEH y (b) COSUEH y COEH

En la Figura 15 se presentan los resultados obtenidos en las barridos de absorbancia de CVSUES (café
de Veracruz sin usar, extraccion por sonicacién), CVES, COSUES (café de Oaxaca sin usar, extraccion
por sonicacion) y COES, como puede observarse, los graficos de CVSUES y CVES muestran un pico
entre las longitudes de onda de 270 nm y 374 nm, para COSUEH y COEH se aprecia que tienen un
comportamiento similar al obtenido por el café de Veracruz, pero presentan un pico entre las longitudes
de onda de 276y 376 nm. Los 4 tratamientos analizados tienen un pico de absorbancia que abarca las
longitudes de onda donde algunos autores reportan que absorben las principales sustancias bioactivas

del café (Lallemand y col., 2012; Kim y col., 2008 y Lépez, 2008).

De la Figura 15, también puede resaltarse que los residuos de café, independientemente del origen
presentan los compuestos caracteristicos presentes en el café, aunque en menor concentracion
comparados con el café sin usar, esto era de esperarse dado que son obtenidos de un residuo que fue
previamente usado. También puede observarse que el café de Oaxaca presenta una mayor
concentracion de los compuestos en ambos casos (a partir de residuos de café y de café sin usar), dado

gue las absorbancias son mayores.
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Figura 15. (a) Barridos espectrofotométricos de COSUES y COES (b) CVSUES y CVES




7.2. Cromatografia en capafina de los extractos

El estudio en cromatografia de capa fina se realiz6 para caracterizar cualitativamente los extractos de
residuos de café, el sistema que se empled como fase movil fue diclorometano:metanol y acido acético
glacial en proporciones 8:2, 9:1 y 6:4 y se usaron como reveladores FeCl; y DPPH, para identificar la

presencia de taninos y actividad antioxidante, respectivamente.

Se realizo la preparacion de las diferentes fases moéviles en las proporciones antes descritas para
determinar si tenian mayor afinidad los compuestos presentes en los extractos por la fase mévil o por la
fase estacionaria, también se eligieron de esa manera para saber con cuales proporciones de la fase

movil se obtenia una mejor separacion y resolucion de las bandas cromatograficas.

Las placas de las muestras de los extractos COES, COEH, CVES, CVEH con fase mévil en proporcion
8:2 (diclorometano:metanol) y acido acético, fueron observadas con y sin revelador. Las placas sin
revelador mostraron la presencia de manchas color café, encontrando que las mas polares eran mas
oscuras en comparaciéon con las menos polares, esto concuerda con lo reportado por Cevallos y
Guerrero (2017) quienes registran que, en las cromatoplacas con muestras de extracto de borra de café,
existe presencia de bandas color marrén oscuro. Después se revelaron las placas con luz ultravioleta
con longitud de onda corta y larga (Figura 16 (a y b)) donde se observa que hubo un arrastre de los
compuestos hasta el fin de la placa, sin embargo, hay mayor concentracién de los compuestos polares

gue se encuentran en la parte inferior de la placa.

Por otra parte, la placa cromatogréafica que se revelé con FeCl; usando el mismo sistema como fase
movil, mostrd coloraciones azul negruzco Figura 16 (c), esta coloraciéon nos indica la presencia de
taninos pirogalicos (Robles-Garcia y col., 2016) en los extractos COES, CVES, COEH, y CVEH, las
bandas positivas para el revelador FeCl; se ubican en la parte inferior de la placa por lo que nuestros
compuestos de interés son polares y tienen mayor afinidad por la fase estacionaria. También se usoé
como revelador DPPH, para reconocer actividad antioxidante en los extractos de manera cualitativa,
Figura 16(d) en donde es positivo si hay presencia de bandas color amarillo blanquecino (Gu, Wu y
Wang, 2009), en la placa se observa para los cuatro extractos esta coloracion, desde la parte inferior
hasta la parte superior de la placa, lo que indica presencia de compuestos con actividad antioxidante en

los extractos.
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Figura 16. Cromatogramas de los extractos de residuos de café con fase mévil 8:2 diclorometano:metanol y 200
uL de acido acético glacial, reveladas con luz uv a 254 nm (a), luz uv a 366 nm (b), FeCl; (c) y DPPH (d).

En el sistema con fase movil en proporcién 9:1 (diclorometano:metanol) y acido acético, las bandas de
interés tuvieron mayor arrastre en la cromatoplaca, al revelar con luz uv en longitud de onda corta y larga

Figura 17 (a) y (b), respectivamente.

Las placas donde se us6 como revelador FeCl; se detectaron taninos en el cromatograma para los
extractos COES, CVES, COEH y CVEH, se observaron bandas de color azul negruzco que es positivo
para taninos pirogalicos, las bandas se ubican en la parte inferior Figura 17 (c), se revel6 con DPPH
para la determinacion de grupos funcionales con capacidad antioxidante indicando que existe presencia
de dicha actividad Figura 17 (d).
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Figura 17. Cromatogramas de los extractos de residuos de café con fase movil 1:9 diclorometano:metanol y 200
uL de acido acético glacial, reveladas con luz uv a 254 nm (a), luz uv a 366 nm (b), FeCl; (c) y DPPH (d).




Finalmente, al usar como fase movil, en proporcién 6:4 (diclorometano: metanol), acido acético para la
cromatografia de capa fina para los extractos COES, COEH, CVES y CVEH se observé al revelar las
placas con luz uv de longitud de onda corta y larga Figura 18 (a) y (b), respectivamente, que los
compuestos de interés mostraron mayor afinidad por la fase mévil, al obtener un mayor desplazamiento

en la placa cromatografica, situdndose en la parte media de la placa.

Al usar FeCl; como revelador Figura 18 (c), se observd que fue positivo para la busqueda de taninos
pirogalicos, sin embargo, las corridas de los extractos no fueron tan definidas en comparacién con los
otros sistemas. De igual manera al revelar con DPPH dio positivo para compuestos con actividad

antioxidante, la coloracion amarilla blanquecina se observé a lo largo de la placa, Figura 18 (d).
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Figura 18. Cromatogramas de los extractos de residuos de café con fase movil 6:4 diclorometano:metanol y 200
uL de acido acético glacial, reveladas con luz uv a 254 nm (a), luz uv a 366 nm (b), FeCl; (c) y DPPH (d).

Los sistemas 8:2, 9:1 (diclorometano:metanol) y acido acético dieron mejores resultados en el arrastre
de los extractos COES, COEH, CVES, y CVEH, las bandas se observaron mas definidas, asi mismo en
el revelado la deteccidon fue mas precisa ya que los compuestos de interés se posicionaron en la parte
inferior de la placa debido a su naturaleza polar y afinidad por la fase estacionaria. Mediante ensayos
cromatograficos se confirmd la presencia de compuestos fendlicos, y compuestos con actividad
antioxidante de manera cualitativa en los extractos COES, COEH, CVES y CVEH.

La técnica cromatografica usada permitio detectar de manera cualitativa los compuestos quimicos. Sin
embargo para poder cuantificarlos es necesario el uso de otro tipo de técnicas como Folin Ciocalteu para

Fenoles totales y DPPH y ABTS para actividad antioxidante. Por tal motivo se procedié a realizar el

analisis con esas técnicas.




7.3. Determinaciodn de Fenoles Totales

En la Tabla 9 se presentan los resultados de fenoles totales de los 4 extractos. Se puede observar que
COEH fue el que presentd el mayor valor (0.09+0 mgEAG/g) mientras que COES, CVEH y CVES no
presentaron diferencias significativas entre ellos.

Tabla. 9 Resultados generales para fenoles totales método Folin Ciocalteu y actividad antioxidante con el radical
libre DPPH y ABS.

Tratamientos Fenoles totales % de inhibicion % de inhibicién
mgEAG/g DPPH ABTS
COEH 0.09+02 34.44+0.152 69.26x0.222
COES 0.08%0b 33.65+0.752 54.63+0.35P
CVEH 0.08+0b 30.88+0.93p 61.86+0.41d
CVES 0.08%0b 31.14+0.34b 54.48+0b

Las letras diferentes en cada columna indican diferencia significativa con una P<0.05

De acuerdo con Cortes y col., (2016) la borra de café en un extracto de agua-acido clorhidrico tiene un
contenido de fenoles de totales 0.82+1.37 mgEAG/g. Diaz (2011) en pulpa de café en un extracto
(metanol/acetona) reporta 135,16 + 5,51 mg AG / 100g de pulpa fresca. También Ordofiez-Gémez y col.,
(2018) reportan que en cascaras de los siguientes frutos se tienen concentraciones de polifenoles totales
por gramo (g EAG/100 g muestra): lima dulce (C.limetta) 1.25+0.02, limén cidra (C. medica L.) 0.79+0.02,
limén mandarina (Citrus x limonia) 1.43+0.02, mandarina comun (C. reticulata) 3.22+0,05, naranja
valencia (C. sinensis (L.) sbeck) 1.40+0.04, toronja (C. paradisi Macf) 3.08+0.03, los extractos obtenidos
de los residuos de café poseen menor cantidad de fenoles totales en comparacion con los que reportan
Ordofiez-Gomez y col., (2018), Cortez y col., (2016) y Diaz (2016), esto es porque se usaron residuos y
la principal extraccion de los compuestos ya se habia realizado previamente durante la preparacion del
café. La extraccion de compuestos a partir de la borra con acido como lo reporta Cortes y col., (2016)
favoreci6 la extraccion, sin embargo, en esta investigacion se us6 agua destilada ya que la aplicacién
del extracto fue dirigida a productos alimenticios y se buscé obtener un producto que no cause efectos

perjudiciales a la salud humana.

Por otro lado, Avila (2009) registr6 que el contenido polifendlico total de extractos en cloroformo del
hongo Lentinula edodes es de 0.0633 mg de acido gélico equivalentes/g de extracto. Mufioz y col., (2007)
registra que Passiflora quadrangularis o “tumbo costefio” tiene 2.16 mg GAE/100 g. Herrera (2016)
reporta que en un extracto de etanol el epicarpio de café tiene 0.713+0.014 mg de acido galico/100 g.

Los extractos obtenidos de residuos de café poseen mayor cantidad de fenoles totales en comparacion

con los que reportan Avila, Mufioz y col., y Herrera.




7.4. Capacidad antioxidante

Entre los ensayos de captacidén de radicales libres, el método DPPH es el mas rapido, es simple (no
incluye muchos pasos) y es de menor costo en comparacion con otros métodos. Por otro lado, el ensayo

de decoloracién ABTS se puede aplicar a antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos.

7.4.1. Capacidad antioxidante por el método DPPH

Los resultados obtenidos para la capacidad antioxidante por medio del método DPPH en porcentaje de
inhibicién se muestran en la Tabla 9. Se aprecia que al comparar el café del mismo origen y con diferente
tratamiento, ya sea hidrotérmico o por sonicacion no se presentan diferencias significativas, como es el
caso para COEH y COES, donde se obtuvo un porcentaje de inhibicion de 34.44+0.15 y 33.64+0.75
respectivamente, mientras que CVEH y CVES tuvieron valores de 30.88+0.93 y 31.14+0.34,

respectivamente, de igual manera no tienen diferencias estadisticamente significativas.

Existen en la literatura varios estudios de determinacion de actividad antioxidante reportada como
porcentaje de inhibicion evaluada en diferentes plantas. De acuerdo a Puertas-Mejia y col., (2013) la
borra de café colombiano (Coffea arabica) en extracto de metanol acidulado tiene un % de inhibicién de
DPPH de 15,42+0.83 y en extracto de etanol:agua tiene 25.95+3.02. También Herrera (2016) reporta
gue el epicarpio de café tiene un porcentaje de inhibicién en extracto de acetato de etilo de 29% y en
extracto de etanol 23%. Repo de Carrasco y col. (2008) determinaron el % de inhibicién en extracto de
tuna verde, encontrando valores de 34.20%. Los resultados para los extractos realizados en esa
investigacion presentan un % de inhibicion mayor en comparacion con los reportados para tuna verde,

epicarpio de café y borra de café.

7.4.2. Capacidad antioxidante por el método de ABTS

De la Tabla 9 se observa que el tratamiento COEH es el que presenta un porcentaje mayor de inhibicion
con 69.26+0.22, seguido de CVEH que tuvo un porcentaje de inhibicién de 61.85+0.41, mostrando
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), mientras que los tratamientos COES y CVES,
presentaron un % de inhibicion de 54.63+0.35 y 54.48+0, respectivamente, no presentan diferencias

estadisticamente significativas.




Rugerio (2017) reporta que en granos de café verde y tostado se tienen % de inhibicion de 32.29+1.24
y 16.35+1.93, respectivamente, mientras que Figueroa y col. (2011) reportaron que la cascara de
pitahaya posee un porcentaje de inhibicidn del radical ABTS de 12.17%, siendo asi que los extractos de
café COEH, COES, CVEH y CVES tienen un % de inhibicion mayor que los reportados por Rugerio
(2017) y Figueroa y col. (2011).

Se puede observar que se obtuvieron mayores porcentajes de inhibicion con el método ABTS que con
el de DPPH, para dar una explicacion a este hecho, el ABTS tiene que ser generado tras una reaccion
quimica, enzimatica o también electroquimica a diferencia del DPPH que es un radical comercial. Con
el ABTS se puede evaluar la actividad de compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica, mientras que
el DPPH solo puede ser usado en medio organico. El radical ABTS tiene ademas la ventaja de que su
espectro presenta maximos de absorbancia a 414, 654, 754 y 815 nm en medio alcohdlico, mientras que
el DPPH presenta un solo pico de absorbancia a 515 nm (Re et al., 1999; Repo y Encina 2008).

Otra razon podria ser el mecanismo de reaccion del DPPHe con los antioxidantes, lo cual esta
directamente relacionado con la conformacion estructural de los mismos; es decir, un antioxidante

pequefio con mayor acceso al radical mostrara mejor actividad antioxidante, teniendo presente que el

DPPH- esta impedido estéricamente (Brand- Willians y col., 1997).

7.5. Determinacién del color del extracto por colorimetria

Los resultados de la evaluacion de color se muestran en la Tabla 10, en ella se puede observar que los

cuatro extractos fueron evaluados en los atributos de color L*, a*, y b*.

Tabla 10. Coordenadas cromaticas de color de los extractos de residuos de café.

Tratamiento L* a* b*

COEH 76.44+ 0.70 -1.37+0.09 6.65+0.48
COES 77.09+0.64 -1.23+0.06 5.06+1.41
CVEH 80.14+1.82 -1.20+0.08 7.41+0.37
CVES 75.66+0.01 -1.0+0.02 6.78+0.60

L* son los valores de luminosidad del color, éste va de 0 (negro) a 100 (blanco). De acuerdo al andlisis
estadistico existen diferencias significativas entre el valor de CVEH al compararlo con los demés

tratamientos. Los extractos son diferentes, siendo el extracto CVEH mas luminoso que los extractos




COEH, COES y CVES, mientras que éstos ultimos no presentan diferencias estadisticamente

significativas entre si, los valores se pueden observar en la Tabla 10.

El parametro a* va de verde a rojo (-a* son tonalidades verdes y +a* son tonalidades rojas). Los valores
de todos los extractos fueron negativos, lo cual indica que existe la presencia de tonalidades verdes. Los
resultados muestran que el tratamiento CVES es el menos verde con un valor de -1.0+0.02, mientras
que los tratamientos COEH, COES y CVEH no presentan diferencias significativas.

Por ultimo, en el pardmetro b*, que va de azul a amarillo (-b* para tonalidades azules y +b* para
tonalidades amarillas), se obtuvieron valores positivos en todos los extractos. Esto indica la presencia
de tonalidades amarillas, existiendo diferencia significativa entre los tratamientos CVEH y COES, siendo
COES el extracto menos amarillo teniendo un valor de 5.06+1.41.

Como se observa en la Figura 19 los valores de las tres variables para cada tratamiento fueron graficados
en el espacio CIELAB los puntos cayeron donde se ubica el circulo color rojo y corresponden al color
café.
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Figura 19. Gréfica de color CIELAB




7.6. Comparacion de rendimiento del pigmento

Se prepararon 500 mL de extracto para cada tratamiento, usando 20 g de residuos de café por 100 mL
de agua destilada, los extractos obtenidos fueron liofilizados. El rendimiento en peso obtenido tras el
liofilizado se calcul6 a partir de las determinaciones del peso de polvo obtenido, de acuerdo con la

siguiente ecuacion:

L gramos obtenidos
Rendimiento en peso = ( — ) 00
gramos en la mezcla inicial

El pigmento obtenido se pesé y se registrd. Los resultados se presentan en la Tabla 11, donde se
observa que el mayor porcentaje de rendimiento lo obtuvo el tratamiento COES, seguido de COEH.

Tabla 11. Rendimiento del pigmento obtenido de residuos de café.
Rendimiento de pigmento

Tratamiento % de
rendimiento
COES 3.73
COEH 3.71
CVES 3.27
CVEH 3.64

Cevallos y Guerrero (2017) reportan que, usando 64 g de borra de café, obtienen un rendimiento de
10.15% debido a que hicieron previamente un lavado con etanol, y después de dicho proceso se realiz6
la lixiviacién con cloroformo. En este trabajo sélo se utiliz6 como disolvente agua destilada, por ello se
obtiene menor cantidad del pigmento, esto es debido a que va dirigido a productos alimenticios y se

busco evitar el uso de disolventes toxicos.

Con base en los resultados obtenidos de las pruebas fitoquimicas, los extractos hidrotérmicos de
residuos de café de Oaxaca presentaron los mejores resultados en cuanto a contenido de fenoles totales
y capacidad antioxidante por los dos métodos (DPPH y ABTS). Con respecto al rendimiento, también
fue uno de los que presentaron los valores més altos. Con base en lo anterior se decidi6é usar los COEH

para su posterior aplicacion en productos alimenticios (yogurt y leche).




7.7. Comparacion de los resultados de pruebas fitoquimicas de residuos de café y café

sin usar

Este analisis se desarroll6 con la finalidad de saber cual era la cantidad de fenoles totales, asi como el
% de inhibicién presente en el café antes de usarse y cudl era la cantidad que se conservaba en los

residuos de café.

De acuerdo con las pruebas fitoquimicas realizadas, el contenido total de fenoles se recoge en la Tabla
12. La cantidad de fenoles totales en COSUEH y COEH es de 0.44+0.01 y 0.09+0.0 mgEAG/qg,
respectivamente, donde se observa que COSUEH presenta mayor contenido de fenoles totales, de
manera que este par muestra diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de

confianza.

Tabla 12. Determinacién de fenoles totales (FT) y actividad antioxidante (% de inhibicibn) en extractos
hidrotérmicos de café de Oaxaca sin usar (COSUEH) y residuos de café de Oaxaca (COEH) aplicando los métodos
DPPH, ABTS.

Muestras Fenoles DPPH ABTS
Totales % de % de
mgEAG/g inhibicion inhibicién

COEHSU 0.44+0.01 91.03%£0.0 99.16+0.0

COEH 0.09+0.0 34.44+0.14 69.26+0.21

Los resultados obtenidos en la determinacion de la actividad antioxidante por los métodos indicados
(Tabla 12) se han expresado en % de inhibicién para ambas muestras de café, de las muestras de COEH
y COSUEH, se encuentran valores de 91.03+£0.0 y 34.44+0.14, para el ensayo de DPPH, 99.16£0.0 y
69.26+0.21 para el ensayo de ABTS, respectivamente. De igual manera en ambos ensayos entre los
tratamientos se encuentran diferencias estadisticamente significativas con un nivel de 95.0% de
confianza, en donde COSUEH presenta un mayor % de inhibicion, sin embargo, es notorio que los
residuos de café conservan un fraccion importante de sustancias bioactivas con actividad antioxidante.

Se sabe que después del proceso de torrefaccion de los granos de café, se afecta marcadamente su
composicion, lo que puede reducir la actividad antioxidante, debido a la degradacién de los &cidos
clorogénicos, sin embargo la actividad antioxidante se puede preservar debido a la formacion de los
productos de la reaccion de Maillard, melanoidinas pues estas presentan actividad antioxidante (Budryn
y col., 2009) o bien hay otros constituyentes del café involucrados en esta actividad biologica (Duke,
2009). Por todo lo anterior, a pesar de que la presencia de fenoles es baja en los residuos de café se
sigue preservando una capacidad antioxidante alta.




7.8. Evaluacion del poder tintéreo del pigmento y determinacion del color en yogurt por
colorimetria

Al yogurt se le adiciond el pigmento liofilizado de residuos de café (Coffea arabica). Posteriormente se
agitd suavemente hasta lograr la completa homogeneizacion. Las concentraciones aplicadas fueron
M468: 0%, usandolo como blanco, M277: 1% y M019: 2% (Figura 20).
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Figura 20. Prueba del colorante en yogurt natural (a) muestra el yogurt antes de agregar el pigmento y (b)
muestra el yogurt después de agregar el pigmento.
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Los resultados del analisis de color del yogurt M468, M277 y M019 se resumen en la Tabla 13. Se aplico
una prueba de comparacion de rangos multiples para determinar las diferencias significativas entre las

variables L*, a* y b*.

Tabla 13. Coordenadas cromaticas de color en yogurt.

Tratamiento L* a* b*
M468 88.94+0.74a -2.20+0.042 1.48+0.382
M277 71.23+0.14b  0.99+0.09>  16.28%0.07b
M019 63.89+0.37¢  3.6x0.02c 18.46+0.02¢

En relacion con el indice de L*, que mide luminosidad (blanco / negro), se obtuvo que los tratamientos
M468, M277 y M019 presentan diferencias significativas con un intervalo de confianza del 95.0% para
la variable L*, donde el yogurt mas luminoso es M468, como era de esperarse dado que es el yogurt al
cual no se le agreg6 nada, seguido de la mezcla M277 y se encontré que los valores mas bajos de L*,
corresponden al tratamiento M019.

También el analisis estadistico muestra que para la variable a* (verde/rojo) en el andlisis de comparacion
se encuentran diferencias significativas entre los diferentes tratamientos de yogurt, M468 tiende a
valores color verde, mientras que M277 y M019 tienen valores positivos, 10 que quiere decir que hay
presencia de tonalidades color rojo. Se observa que a mayor contenido del pigmento mayor sera el indice

a*r.




Por otra parte, para b* (azul/amarillo) se observa que las mezclas de yogurt presentan diferencias
estadisticamente significativas, los valores de M468, M277 y M019 son positivos, es decir hay presencia
de tonalidades color amarillo, siendo el menos amarillo el yogurt M468 y el mas amarillo MO19 esto se

debe a que la concentracion del pigmento en este tratamiento es mayor.

7.8.1. Medicion de pH en yogurt

Se midio el pH de los 3 tratamientos (M468, M277 y M019) con ayuda de un potenciometro (Figura 21).
La adicién del pigmento en el yogurt afecta su pH, en la Tabla 14 se aprecia que existe una variacion

del pH. M019 presenté el valor mas alto seguido de M277 y M468, respectivamente.
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Figura 21. Medicién de pH del yogurt (a) M468, (b) M277 y (c) M019.

Schimidt y col., (2012) sefialan que el intervalo de pH entre 4.0 y 4.4 se considera el mas cercano a lo
ideal para yogurt de leche de vaca, ya que el producto en este intervalo de pH no presenta un sabor
demasiado agrio o amargo. De acuerdo a lo presentado por el autor citado, se concluye que el yogurt
elaborado tuvo variaciones dentro de lo normal para este tipo de productos.

Tabla 14. Medicion de pH.

Medicién de pH

M468 4.09
M277 4.16
MO019 4.25

El pH obtenido en el yogurt con el pigmento obtenido a partir de residuos de café de acuerdo a la
literatura se encuentra dentro del intervalo del pH ideal para el yogurt. Por otro lado, Marin y Mejia (2012)
adicionaron al yogurt un colorante extraido de flor de Jamaica registrando un pH de 2.0. Por lo tanto,

podemos concluir que el pigmento obtenido a partir de residuos de café con aplicacién en yogurt

presentd mejores resultados en comparacion con el pigmento obtenido de flores de Jamaica.




7.8.2. Andlisis sensorial de yogurt

Al finalizar el proceso de elaboracién de yogurt natural con la adicién de pigmento de residuos de café.
Las muestras fueron presentadas a los jueces en condiciones homogéneas, en recipientes idénticos y

codificadas con claves de cuatro digitos tomadas de una tabla de niUmeros aleatorios (Figura 22).

Figura 22. Yogurt con diferentes dosis de pigmento de residuos de café.

La informacion fue registrada en hojas de degustacion disefiadas para la evaluacién de cuatro variables:

olor, color, sabor, y textura para yogurt, en un panel con 20 degustadores no entrenados (Figura 23).

Figura 23. Prueba sensorial de yogurt

En la Tabla 15 se presentan los resultados obtenidos en la prueba de nivel de agrado, para cada uno de

los tratamientos evaluados.

Tabla 15. Valores obtenidos en la prueba sensorial
Cdédigo Olor Color Sabor Textura

M468 125+1.16 139+1.82 128+1.64 140+£1.38
M277 137+1.23 138+1.21 120+1.69 145£1.12
MO019 136+1.70 132+1.79 106+1.84 134+1.53




Como se observa en la Tabla 15 para cada tratamiento se sumaron las calificaciones para cada atributo,
se observo que M277 obtuvo puntuaciones mas altas en olor y textura, en los atributos de color y sabor
destaca el tratamiento M468, mientras que el tratamiento M019 tuvo menos aceptacion por los panelistas
obteniendo las puntuaciones mas bajas en los cuatro atributos. Se observa que el tratamiento M277
obtuvo el segundo lugar en puntuaciones en color y sabor, asi que se concluye que en general la adicion

del pigmento obtenido al yogurt natural en una concentracion de 1% tiene una aceptacion favorable.

En la Figura 24 se muestra el grafico de arafia en donde se presentan los resultados obtenidos en la
prueba hedodnica para olor, color, sabor y textura para yogurt; donde cada linea representa un
tratamiento, M468 linea azul, M277 linea color rojo y M019 linea rosa. M277 alcanza los puntos mas
altos en olor y textura, M468 tiene el puntaje mas alto en los atributos de color y sabor. Y M019 obtiene

las puntuaciones mas bajas en las variables color, sabor y textura.
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Figura 24. Comparacion de perfil sensorial en yogurt M468, M277 y M019 (linea color azul, rojo y rosa,
respectivamente).

Con base en el analisis sensorial del yogurt, el pigmento obtenido a partir de residuos de café ademas
de conferir color al yogurt, tener actividad antioxidante, también proporciona sabor por lo que se podria

usar como un saborizante.

Para evaluar la aceptabilidad del producto, se tomo en cuenta la puntuacion final promedio de los cuatro

atributos para los tres tratamientos, en donde de acuerdo a la Figura 25, el tratamiento M277, al cual se




le afiadié 1% del pigmento de residuos de café tuvo la puntuacibn mas alta, seguido del tratamiento
M468 y finalmente el que obtuvo una menor aceptabilidad fue el tratamiento M019 al cual se le agregé
2%, de acuerdo a los comentarios colocados en las hojas de evaluacion, este tratamiento presentd una
marcada acidez por lo que los panelistas sugirieron agregar una mayor cantidad de azlcar o reducir la

cantidad del pigmento.
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Figura 25. Aceptabilidad del yogurt.

Narvaez (2015) concluye en su proyecto que el colorante obtenido del fruto de Evilan (Monnina spp)
presenta caracteristicas Optimas para ser utilizadas como colorante en yogurt de mora, al agregar una
concentracion del 4% de colorante de Evilan (Monnina spp) en yogurt natural. Por otro lado, Marin y
Mejia (2012) reportan que el pigmento del tipo antocianina contenido en la flor de jamaica (Hibisscus
Sabdariffa), al agregarlo en yogurt, alteré el sabor tornandose amargo y mucho mas acido, y el olor se
modificé significativamente, dando como resultado un producto incomestible. Con base en los resultados
obtenidos en la prueba de evaluacién sensorial podemos decir que el pigmento agregado en yogurt en
una concentracién de 1% tuvo una buena aceptabilidad entre los panelistas por lo que dicho pigmento

podria tener una potencial aplicacién en yogurt.
7.9. Preparaciéon de leche adicionando pigmento obtenido

Previamente se hicieron pruebas en leche del poder tintéreo del pigmento obtenido. Se determiné que
0.6% de pigmento brindaba una tonalidad similar a la de la leche comercial sabor café.

7.9.1. Determinacion del color en leche saborizada por colorimetria

Los valores para las variables L*, a* y b* se resumen en la Tabla 16. El andlisis estadistico, muestra que

la variable de luminosidad (L*) se observd entre los tratamientos M007 (leche adicionada con el




pigmento) y M025 (leche de café comercial) que no existen diferencias estadisticamente significativas.
Por otra parte, el valor de la variable a* en los dos tratamientos es negativo, por lo que tiende a tonos
color verde, sin embargo, existen diferencias significativas entre los tratamientos, resultando uno mas
verde que el otro. Finalmente, en la variable b* los valores son positivos para los tratamientos, por lo
cual tienden a tonos color amarillo, entre los tratamientos M0O07 y M025 no existen diferencias

significativas para a*.

Tabla 16. Coordenadas cromaticas de color en leche.

Tratamiento L* ar b*
MOO7 71.31+1.9b -0.75+0.2b 15.78+1.0b
M025 69.34+0.6b -0.31+0.2¢ 18.17+1.9b

7.9.2. Medicién de pH en leche adicionada con el pigmento

Se midio el pH de la leche sin tratamiento, MO07 y M025 con ayuda de un potenciometro. La adicién del
extracto de café liofilizado como saborizante a la leche afecta su pH, en la Tabla 17 se observan las
lecturas de pH, donde el valor de pH fue menor para el tratamiento M007, de acuerdo con Carpio (2001)
el pH de la leche normal es de 6.5 — 6.7, tomando en cuenta este dato la leche sin tratamiento y M025,
entran en el intervalo, cuando se adiciona un saborizante a algun alimento se espera que no se modifique
de manera significativa el pH. Por lo tanto, se puede asumir que el pH de la leche saborizada debe ser

el mismo.

Tabla 17. Lectura de pH de la leche saborizada.

Medicion de pH

Tratamiento pH
Leche sin tratamiento 6.7
MOO7 6.4
MO025 6.5




7.9.3. Prueba heddnica de leche adicionada con el pigmento y comparacion con
leche de café comercial

En la prueba sensorial, las muestras de leche se presentaron en recipientes iguales, debidamente

etiquetados Figura 26.

Figura 26. Muestras de leche pigmento de residuos de café.

Al finalizar el proceso de la preparacion de leche con la adicion del pigmento obtenido, se procedi6 a
registrar la informacion de las variables de color, color, sabor y textura mediante cuestionarios de
degustacién disefiados para un andlisis sensorial para leche saborizada, con un panel de 10
degustadores no-entrenados para cada tratamiento (Figura 27).

Figura 27. Andlisis sensorial de leche con pigmento de residuos de café.

Se realiz6 la prueba de perfil sensorial, los resultados se muestran en la Figura 28. La linea azul
corresponde a la muestra MO0O7 que a su vez pertenece a la leche adicionada con el pigmento obtenido
de los residuos de café mientras que la linea roja representa a la leche comercial. Las diferencias
obtenidas en relacion con los atributos de la leche comercial y la leche con el pigmento obtenido de
residuos de café como saborizante se pueden observar facilmente en la Figura 28. A diferencia de los




resultados obtenidos para el yogurt, la leche con el pigmento no fue muy bien recibida por los panelistas.
La leche comercial presenté mayor puntuacion en los cuatro atributos evaluados. Esto puede deberse a
que el pigmento obtenido en el laboratorio generd un sabor perceptiblemente 4cido a la leche. Cabe
mencionar que la leche de manera natural tiene un pH cercano a la neutralidad a diferencia del yogurt

que presenta un pH considerado medianamente &cido. Por este motivo, la leche con sabor &cido no

resulta atractiva para el consumidor.
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Figura 28. Comparacion de perfil sensorial en leche M007, y M025 (linea color azul, rojo, respectivamente).

Para evaluar la aceptabilidad del producto, se tom6 en cuenta la puntuacion final promedio de los cuatro
atributos para las dos muestras de leche saborizada, en donde de acuerdo a la Figura 32, la leche M025,

obtuvo mayor puntaje en comparacion a la leche M007. La leche comercial presentd valores mas altos

en todos los atributos.
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Figura 29. Comparacion de la aceptabilidad de la leche adicionada con el pigmento y la leche comercial




CAPITULO 8
CONCLUSIONES




8.1. Conclusiones

Se logré la utilizacién de los residuos de café y se extrajeron compuestos bioactivos. Los resultados
arrojados por la presente investigacion ponen de manifiesto que la extraccion hidrotérmica, empleando
como disolvente agua destilada, es el método mas conveniente para la obtencion de los compuestos

fenolicos de los residuos de café estudiados.

Los extractos obtenidos a partir de los residuos de café presentan actividad antioxidante

independientemente del método de extraccion utilizado.

El yogurt adicionado con 1% de pigmento obtenido a partir de residuos de café presenta caracteristicas
sensoriales aceptables en cuanto a sabor, olor, color y textura. Lo que lo convierte en un pigmento con

potencial aplicacién en este tipo de productos.

El pigmento obtenido modifica de manera negativa las caracteristicas sensoriales de la leche,
provocando que no haya una buena aceptacion por parte del consumidor.

El pigmento obtenido de residuos de café es una buena alternativa como fuente natural de compuestos
bioactivos con capacidad antioxidante. La obtencion del pigmento para productos alimenticios a partir
de residuos de café, es una alternativa para el aprovechamiento de este desecho orgéanico, que a la vez

permite fomentar el uso de colorantes naturales como aditivos en alimentos.




CAPITULO 9
RECOMENDACIONES




9.1. Recomendaciones

Realizar investigaciones similares, para determinar en que otro alimento se puede utilizar el

pigmento obtenido de residuos de café.

Realizar un estudio de la vida atil del yogurt al adicionarle el pigmento de residuos de café con

una camara de vida de anaquel.

Probar diferentes concentraciones del pigmento obtenido de residuos de café en yogurt

Probar diferentes concentraciones de azucar para equilibrar la acidez en el yogurt y leche o bien

evaluar en la formulacién de los productos el uso de diferentes azucares o edulcorantes

Realizar méas estudios sobre los compuestos antioxidantes presentes en los residuos de café

para implementarlos como aditivos alimenticios.
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CAPITULO 11 ANEXOS




Anexo No. 1 Reveladores para cromatografia en capa fina

En la Tabla 18 se muestra un resumen de reveladores y criterios de deteccidon de algunos metabolitos
secundarios, usados en el andlisis fitoquimicos usando cromatografia en capa fina.

Tabla 18. Reveladores para cromatografia en capa fina

Metabolito secundario

Revelador

Tratamiento

Manchas
caracteristicas

Flavonoides AICl; Irradiar con luz UV-vis a Fluorescencia
366 nm amarilla y azules a
luz UV a 366 nm
Reactivo citrobdrico Asperjar la placa, calentar = Fluorescencia
a 100°C por 5 minutos e | amarilla y azules a
irradiar con luz UV-vis a  luz UV a 366 nm
366 nm
Saponinas, terpenoides e @ Vainillina/ H,SO, Primero  asperjar la Coloracion azul o

isoprenoides

Alcaloides

Fenoles/ taninos

Cumarinas y antroquinonas

cromatoplaca con
disolucion A y después
con disolucion B vy
calentar a 100°C

azul violeta, algunas
pueden dar
coloracién amarrilla.

Reactivo de Liebermann- Asperjar la cromatoplaca Manchas azul-
Buchard y calentar a 100°C verdosas se trataria
de saponinas

p-anisaldehido/ H,SO,

Dragendorff

Cloruro férrico al 10%
agua destilada

Reactivo de Borntrager

Asperjar la cromatoplaca
y calentar a 100°C

Asperjar la cromatoplaca
y observar el resultado

Generalmente no
requiere calor, o calentar
suavemente

Calentar suavemente
hasta que el color
aparezca

esteroidicas o rojas,
rosas y violetas si se

trataria de la
presencia de
saponinas

triterpénicas

Manchas de color
marrén 0
anaranjado intenso

Color azul negruzco
en caso se trate de
taninos
pirogalotaninos o
color verde en casos
se trate de taninos
condensados

Rojo en el visible
para antroquinonas
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Anexo No. 2 Determinacion de Fenoles Totales

Se realiz6é una disolucion de carbonato de sodio anhidro 20% p/v pesando 20 g de carbonato de sodio
anhidro y disolviéndolos en 80 mL de agua destilada hirviendo, posteriormente se dejé enfriar a
temperatura ambiente, después de 24 horas se filtré y aforé a 100 mL con agua destilada; para la curva
patron se prepard una disolucién patron de &cido gélico 0.1 mg/mL, para la cual se pesaron 0.005 g de
acido galico, se disolvio en 1 mL de etanol y se afor6 a 50 mL con agua destilada; para la realizacion de
la curva patrén se realizaron diferentes diluciones de la disolucién patron de &cido galico y se siguio la
Tabla 19:

Tabla 19. Procedimiento para la realizacién de la curva patron de Fenoles Totales.

No. Acido Acido Agua Reactivo Agitar y | Na,CO; | Agua Agitary | Leer en
De Gélico Gélico | destilada | Folin- dejar (uL) destilada | dejar espectro
tubo (mg/mL) | (uL) (uL) Ciocalteu | reposar (uL) reposar

(uL)
Bco 0 0 200
1 0.02 40 160
2 0.04 80 120 100 8 min 200 1500 60 min | 765 nm
3 0.06 120 80
4 0.08 160 40
5 0.10 200 0

Se adicionaron en los tubos de ensaye la disolucion de acido galico, el agua destilada (para obtener las
concentraciones deseadas de acido gélico) y el reactivo de Folin-Ciocalteu, se homogeneiz6 y se dejo
reposar 8 minutos en la obscuridad, posteriormente se le agreg6 la disolucién de carbonato de sodio, el
agua destilada y se homogeneizo, se dejé reposar 30 minutos a 40 °C, o una hora a temperatura

ambiente en la obscuridad y por ultimo se ley6 la absorbancia a una longitud de 765 nm.
- . (D.O +b)
Acido galico (mg/ml) = — X FD

Donde:
b = ordenada al origen
m = pendiente

FD = factor de dilucion
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Curva patron de Folin-Ciocalteu

=
N

y = 10.055x + 0.0245
R?=0.9996

Absorbancia A°®
©o o o
H [e)} [} [

©
[N}

Concentracién de Ac. Galico mg/ml

Figura 30. Curva patrén de Acido Galico.
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Anexo No. 3 Determinacion de la capacidad antioxidante por el método de DPPH

1. Se prepar6 una disolucion del radical DPPH* (0.025 g/L) en metanol y se protegié con papel

aluminio.

2. Se tomaron 3.9 mL de la disolucion DPPH* y se colocaron en un tubos de ensaye cubiertos con
papel aluminio para protegerlos de la luz.

3. Posteriormente se agregaron al tubo de ensaye 0.1 mL de la muestra (extracto), se realiz6 lo

mismo con todas las muestras.

4. Después se agitaron vigorosamente los tubos de ensaye utilizando un Vortex Thermolyne Maxi
Mix Il y se mantuvieron en la obscuridad a temperatura ambiente durante un lapso de tiempo de 30
minutos.

5. Asi mismo se prepar6 un blanco con 3.9 mL de disolucion DPPH*

6. Transcurridos los 30 minutos se midié la absorbancia a una longitud de onda de 515 nm,

calibrando el espectrofotdmetro con metanol.

7. Por ultimo se calculé el porcentaje de inhibicién con la férmula mostrada a continuacion:

3 Ab — Am
% Inhibicion = T x 100

Donde:
Ab = absorbancia del blanco a 515 nm

Am = absorbancia de la muestra a 515 nm

Para la curva patrén se realiz6 el mismo procedimiento usando como antioxidante TROLOX (12 uyM-
1.2mM).
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Anexo No. 4 Determinacion de la capacidad antioxidante por el método de ABTS

1. Se prepar6 una disolucién stock de ABTS 7mM en metanol y se protegio de la luz con papel
aluminio.

2. Ademas se prepar6 una disolucion de persulfato de potasio 140 mM en agua.

3. Para la formacién de los radicales se mezclaron 5 mL de la disolucion ABTS con 88 uL de la
disolucion de persulfato de potasio y se dejaron reposar 12 horas.

4. Transcurrido el tiempo de reposo se diluyé la disolucién hasta obtener una absorbancia de 0.74
a una longitud de onda de 734 nm.

5. Se tomaron 3.0 mL de la disolucion ABTS y se colocaron en un tubo de ensaye cubierto con
papel aluminio para protegerlo de la luz.

6. Posteriormente se agregaron al tubo de ensaye 0.1 mL del extracto y se agitaron en un Vortex
Thermolyne Maxi Mix II.

7. Después de agitarlos se mantuvieron los tubos en la obscuridad a temperatura ambiente por 10
minutos.

8. Se prepard un blanco con 3.0 mL de disolucion ABTS

9. Consecuentemente se medio la absorbancia a una longitud de onda de 734 nm, calibrando el
espectrofotbmetro con metanol.

10. Se obtuvo el porcentaje de inhibicion, el cual fue calculado con base en la siguiente ecuacion:

3 Ab — Am
% Inhibicion = T x 100

Donde:
Ab = absorbancia del blanco a 515 nm

Am = absorbancia de la muestra a 515 nm

Para la curva patrén se realiz6 el mismo procedimiento usando como antioxidante TROLOX (1mM-
0.01mM)
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