CIENCIAS BASIQAS Y
TECNOLOGIA

Saber, Universidad de Oriente, Venezuela. Vol. 34: 20-27. (2022). https://doi.org/10.5281/zenodo.7724878
ISSN: 2343-6468 Digital / Depo6sito Legal ppi 198702SU4231 ISSN: 1315-0162 Impreso / Dep6sito Legal pp 198702SU187

CAFEINA, COMPUESTOS FENOLICOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
EN GRANOS DE CAFE ORGANICO (Coffea arabica, var. Caturra) SOMETIDOS A
TRES TIEMPOS DE TOSTADO, NIRGUA, ESTADO YARACUY, VENEZUELA

CAFFEINE, PHENOLIC COMPOUNDS AND ANTIOXIDANT ACTIVITY IN ORGANIC COFFEE
BEANS (Coffea arabica, var. Caturra) SUBJECTED TO THREE ROASTING TIMES, NIRGUA,
YARACUY STATE, VENEZUELA

FRANKLIN PACHECO-COELLO*?", TONY RABOTTINI-VILLAMIZAR®

Universidad de Carabobo, Facultad de Ciencias de la Salud, Sede Aragua, ‘Escuela de Bioanalisis, Departamento de Ciencias Bésicas,
Laboratorio de Metales Pesados y Solventes Organicos, *Instituto de Investigaciones Biomédicas “Dr. Francisco J. Triana Alonso”
(BIOMED), Maracay, Venezuela, *Finca “El Fuerte”, Venezuela

“Correspondencia: Franklin Pacheco-Coello , E-mail: pachecofranklin74@gmail.com / fpacheco2@uc.edu.ve

RESUMEN

Del grano de café tostado (Coffea arabica), se obtiene una de las bebidas mas consumidas en el mundo, constituyendo
un producto funcional gracias a su diversidad de biomoléculas. La investigacion tuvo como objetivo determinar el
efecto de tres tiempos de tostados en la concentraccion de cafeina, compuestos fendlicos y actividad antioxidantes en
granos de café verde artesanal. Los granos fueron tostados a 250°C, a tiempos de 10, 12 y 14 min, caracterizados
como tostado claro, medio y oscuro. Los analitos de interés se determinaron por espectrofotometria de absorcion
molecular UV/Visible y para la actividad antioxidante se empled el método del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) y ensayo del poder reductor férrico (FRAP). Los anélisis arrojaron que la concentracion de cafeina no tuvo
variacion significativa en los tres tipos de tostados. Se observo diferencia estadistica en cuanto al contenido de
compuestos fenoélicos y flavonoides (p < 0,05). Con relacién a la actividad antioxidante el extracto acuoso de granos
con tostado medio present6 el mayor poder antioxidante (DPPH = 85,34%, FRAP = 113,32 £ 0,90 umol Fe*?/g CM).
Si bien la temperatura y tiempo de tostado es variable de acuerdo con cada empresa y caficultor independiente, se
concluye que el proceso de tostado representa un paso fundamental en la expresion de los compuestos con actividad
antioxidante.

PALABRAS CLAVE: Grano verde, fenoles, flavonoides, DPPH, FRAP.
ABSTRACT

From the roasted coffee bean (Coffea arabica), one of the most consumed beverages in the world is obtained,
constituting a functional product thanks to its diversity of biomolecules. The objective of the research was to
determine the effect of three roasting times on the concentration of caffeine, phenolic compounds and antioxidant
activity in artisan green coffee beans. The beans were roasted at 250°C, at times of 10, 12 and 14 min, characterized as
light, medium and dark roast. The analytes of interest were determined by UV/Visible molecular absorption
spectrophotometry and the 2,2-diphenyl-1-picrilhydrazil free radical method (DPPH) and the iron reducing power test
(FRAP) were used for antioxidant activity. The analyses showed that the caffeine concentration did not vary
significantly in the three types of roasts. Statistical difference was observed regarding the content of phenolic and
flavonoids compounds (p < 0.05). In relation to the antioxidant activity, the water extract of grains with medium roast
presented the highest antioxidant power (DPPH = 85.34%, FRAP = 113.32 + 0.90 umol Fe*?/g CM). Although the
roasting temperature and time vary according to each company and independent coffee grower, it is concluded that the
roasting process represents a fundamental step in the expression of compounds with antioxidant activity.

KEY WORDS: Green grain, phenols, flavonoids, DPPH, FRAP.

INTRODUCCION

El grano de café (Coffea arabica) es uno de los
productos de mayor impacto en la economia
mundial y en Venezuela ha construido una cultura
cafetera (Del Castillo 2002, Lazcano-Sanchez et al.
2015, Pacheco-Coello et al. 2020). Esta planta es un
arbusto de la familia de las rubiaceas, originario de
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Africa especificamente de Etiopia, que en estado
silvestre puede llegar a alcanzar los 10 metros de
altura, con hojas encontradas, ovales u oblongas de
color verde oscuro (Miranda et al. 2007, Chavez et
al. 2012).

Por otra parte, la cafeina presenta una alta
estabilidad durante el tostado del grano de café,
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siendo este un proceso clave donde se originan o
expresan alrededor de 900 compuestos presentes,
muchos de ellos agentes aromaticos volatiles, que le
otorgan la mayoria de sus propiedades bioldgicas
(Ribeiro et al. 2010, Naranjo et al. 2011, De Luca et
al. 2016, Garcia et al. 2016, Poole et al. 2017).
Numerosos estudios relacionados con el consumo
habitual de café en la poblacion general han
arrojado resultados positivos a la salud (baja
incidencia de diabetes mellitus tipo 2, disminucion
de calculos renales, enfermedad de Parkinson, gota,
fibrosis hepatica, cancer de higado), siendo
considerada una bebida realmente funcional (Gunter
et al. 2017, Carlstrom y Larsson 2018, Cornelis
2020).

Esta breve introduccion permite establecer la
relacion que existe entre el tostado y la actividad
bildgica de unas de las bebidas mas consumidas a
nivel mundial. Ante la poca informacién o estudios
publicados en Venezuela se estableci6 como
objetivo evaluar el efecto en la concentracion de

cafeina, compuesto fendlicos totales, flavonoides y
actividad antioxidante en granos de café verde
sometidos a tres tipos de tostado (claro, medio y
0scuro).

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

En el estudio se emplearon granos de café verde
Coffea arabica, variedad Caturra, proporcionados
por la finca “El Fuerte” (Fig. 1). El proceso de
tostado se realizd6 por medio de una tostadora
industrial de 10 kg de capacidad, la cual debia estar
al maximo de su capacidad para poder operar. En
este sentido 40 kg correspondiente a un mismo lote
de cultivo se dividieron en cuatro partes iguales: 10
kg granos sin tostar, 10 kg de granos para tostado a
10 minutos (min) (tostado claro), 10 kg a 12 min
(tostado medio) y 10 kg a 14 min (tostado oscuro).
La temperatura de tostado fue de 250°C.

Figura 1. A) Fruto maduro de café o cereza listo para recoleccion. B) Fruto verde de café no aptos para recoleccién [Cortesia
de Finca “El Fuerte” (Coffea arabica, variedad Caturra, cultivo organico)].

Extracciéon de cafeina en granos verdes y
tostados

Para la extraccion de cafeina se pesaron 30 g de
cada material vegetal y transferido a un beaker de
400 mL con 200 mL de agua destilada, en
ebullicion durante 15 min. Seguidamente, se
filtraron las soluciones con papel Whatman n°4 (20-
25 um) y se le anadieron 5 g de NapCOs3 hasta su
total disolucién (Shibamoto y Bjeldanes 2009).

Preparacion de los extractos acuosos

Para la obtencion del extracto acuoso, se utilizé
la metodologia propuesta por Jeszka-Skowron et al.
(2015). Se mezclaron 5 g de la muestra de café con
100 mL de agua destilada y se colocaron en una
plancha de calentamiento a una temperatura de
90°C por 5 min. Luego se procedié a filtrar con
papel Whatman n°1 y se aford a 100 mL con agua
destilada.

Saber, Universidad de Oriente, Venezuela. Vol. 34: 20-27. (2022)

21



Cafeina, compuestos fendlicos y actividad antioxidante en granos de café organico...

Determinacion de la concentracion de cafeina

Posterior a la extraccion de la cafeina de cada
material vegetal se tomaron 2 mL de extracto para
la determinacion de la absorbancia a una longitud
de onda de 273 nm. Asi mismo se prepararon las
soluciones patron para la curva de calibrado a
concentraciones de 4, 8, 16, 24 y 32 ppm (Sigma
Aldrich Co®), para luego ser expresada en
miligramos de cafeina por gramos de café molido
(mg C/g CM) (Shibamoto y Bjeldanes 2009).

Determinacién del contenido de compuestos
fenolicos totales

Para la determinacién de compuestos fendlicos
totales, se utilizd la metodologia propuesta por
Ayala-Zavala et al. (2012). El extracto de café (50
pL), fue mezclado con 3 mL de agua y 250 pL del
reactivo Folin Ciocalteu 1N. Se dejé reposar por 8
min para luego adicionar 750 pL de Na,COs al 20%
y 950 pL de agua. Se dejo incubar por 30 min a
temperatura ambiente y se procedié a leer las
absorbancias en un espectrofotdmetro UV/VIS
Génesis 20 (Thermo Scientific).

Se prepar6 una curva de calibracién de acido
galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzoico de Sigma-
Aldrich, Co.), con concentraciones de 50, 100, 200,
300, 400, 500 y 1000 ppm, disueltos en agua. Los
resultados fueron expresados en miligramos
equivalentes de acido galico por gramo de café
molido (mg EAG/g CM).

Determinacién de flavonoides

La determinacion de flavonoides se realizo
siguiendo un método colorimétrico, 100 pL de
muestra fueron mezclados con 30 uL. de NaNO:; al
5% (p/v), 30 uL de AIClz 10 % (m/v), 200 pL de
NaOH a 1M vy ajustados con agua destilada hasta un
volumen final de 1 mL, se realiz6 la lectura
espectrofotométrica a 510 nm empleando el equipo
de absorcion molecular Génesis 20 (Thermo
Scientific) y se compar6 con la curva patron usando
como estandar (+)-catequina (20, 40, 80, 100 y 120
ppm). Los resultados fueron expresados como
miligramos de catequina por gramos de café molido
(mg C/g CM) (Marinova et al. 2005).

Actividad antioxidante

Método del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhi-
drazil (DPPH)

Para evaluar la actividad antioxidante se uso el
método del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) (Sigma Aldrich Co®) con una solucion 100
pM de DPPH en metanol al 80%. En una cubeta de
cuarzo se colocaron 100 pL de extracto y 2,9 mL de
DPPH. La absorbancia se valoré cada 5 min por 30
min a una longitud de onda de 515 nm. La
absorbancia de referencia (Ao) fue obtenida al
sustituir el volumen de extracto por metanol al 80%.
El porcentaje de reduccion de DPPH se obtuvo de la
expresién: DPPH (%) = (Ao-An) 100/A,, donde Ag
y An fueron las absorbancias de referencia y de la
muestra, respectivamente (Soler-Rivas et al. 2000).

Determinacién de la capacidad antioxidante por
el ensayo del poder reductor férrico (FRAP)

Este ensayo permite determinar la capacidad
reductora de los extractos (Benzie y Strain 1996).
Para esto 100 uL de cada extracto se mezcld con 3
mL de reactivo FRAP (300 mM de tampdn de
acetato de sodio y é&cido acético, solucion de
diamonio de 2,4,6-tri (2-piridil)-s-triazina) de 10
mM vy solucion FeCl; 20 mM), en una relacion de
volumen de 10: 1: 1. Se dejé reposar a temperatura
ambiente durante 4 minutos, para luego leer las
absorbancias a 593 nm, empleando un
espectrofotometro UV/VIS Génesis 20 (Thermo
Scientific). Se empled FeSO4 como estandar y los
resultados se expresaron en umol Fe*?/g CM.

Andlisis estadistico

Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado y se expresaron los valores como los
promedios + desviacion estandar (DE). Para la
comparacion de la concentracion tanto de cafeina,
compuestos fenolicos totales, flavonoides vy
actividad antioxidante hallada en cada tiempo de
tostado respecto al control, se aplicé un andlisis de
varianza (ANOVA), prueba de Dunnett usando el
programa Statistix 9.0 para Windows.

RESULTADOS
Concentracion de cafeina en los extractos
En la Tabla 1 se observa la concentracion de
cafeina hallada en cada extracto acuoso, sin

diferencia estadistica entre el control (café verde) y
los tres tipos de tostados (p > 0,05).
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Tabla 1. Concentracion de cafeina en los extractos acuosos de café verde y tostado.

Café tostado
Extracto Café verde -
Claro Medio Oscuro
mg C/g CM 18,15+ 0,92 17,34+ 0,18 17,12 + 0,46 17,90+ 0,42

Nota: Valores expresados como media y desviacion estandar

Concentracion de fenolicos

flavonoides totales

compuestos y

Los analisis arrojaron una mayor concentracion
de compuestos fendlicos en el extracto acuoso
obtenido con granos verdes (extracto control),

observandose que el extracto con granos a tostado
de 14 min (tostado oscuro) presentd la menor
concentracion compuestos fendlicos y flavonoides.
Asi mismo se observd diferencia estadistica entre el
control y cada nivel de tostado (p < 0,05) (Tabla 2).

Tabla 2. Concentracion de compuestos fendlicos (mg EAG/g CM) y flavonoides (mg C/g CM) totales en los extractos acuosos

de café verde y tostado.

Fendlicos Totales

Extracto

Flavonoides Totales

Media + DE Media + DE

Café verde 41,35+0,96 28,32 +£0,17
Café tostado claro 25,35 +1,02 15,42 + 0,44
Café tostado medio 28,43 £ 0,22 17,32 £ 0,67
Café tostado oscuro 19,23+ 0,76 10,52 + 0,28

Nota: Valores expresados como media y desviacion estandar (DE)

Evaluacion de la actividad antioxidante

La Figura 1 muestra la actividad antioxidante de
cada uno de los extractos, observandose una mayor
reduccion del DPPH por el extracto acuoso,
obtenido con granos sometidos a tostado medio (12
min). El andlisis estadistico arrojé diferencia
estadistica entre la actividad antioxidante por este
método, entre el extracto de granos verde y el
extracto con granos sometidos a tostado oscuro (14
min) (p = 0,036). Los datos obtenidos del % de
reduccion del DPPH, permitieron determinar el

parametro ICso (concentracion a la cual se obtiene el
50% de reduccién) de cada extracto acuoso. El
andlisis estadistico arrojo diferencia significativa
entre la actividad de los extractos con diferente
nivel de tostado y el extracto de granos verde (p <
0,05).

En relacion al ensayo FRAP la capacidad
reductora de los extractos se observa en la Tabla 3.
El analisis estadistico arrojo diferencia significativa
(p =0,029).

Tabla 3. Capacidad antioxidante por el ensayo del poder reductor férrico (FRAP) de los extractos acuosos de café verde y

tostado.

Café tostado

Extracto Café verde

Claro

Medio Oscuro

FRAP

pmol Fe*?/g CM 178,32 +0,99

103,02 £ 0,32

113,32 +£0,90 89,10 £1,12

Nota: valores expresados como media + desviacion estandar
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Figura 3. Evaluacion de la actividad antioxidante por el método del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

DISCUSION

Diversos estudios han reportado la variaciéon y
expresion de las moléculas presentes en el café por
el efecto del tostado (Contreras-Calderon et al.
2016, Ztotek et al. 2016, Diaz et al. 2018). Este tipo
estudio sigue siendo un valioso aporte para la
comunidad cientifica y no cientifica, ya que si bien,
el proceso de tostado es un paso clave para la
obtencidn de un café de calidad existen factores
precosecha tales como altitud, suelo, genética de la
planta y otros, que juegan un rol fundamental en la
calidad de este material vegetal (Abdulmajid 2015,
Duicela et al. 2017, Atavillos-Dominguez et al.
2020). Se pudo evidenciar que la concentracion de
cafeina no tuvo una variacion significativa en los
extractos analizados (p > 0,05), lo que coincide con
lo reportado por Lazcano-Sanchez et al. (2015) y
Worku et al. (2018), en cuyos estudios el contenido
de cafeina de los granos sometidos a tostados claro,
medio y oscuro disminuy6 alrededor del 5% respeto
al grano sin tostar.

El café es una fuente importante de
antioxidantes naturales en la dieta, como por
ejemplo los compuestos fendlicos, los cuales se ven
alterados por el proceso de tostado (Rivera et al.
2013, Ztotek et al. 2016). Es apreciable la variacion

de los polifenoles en cada tiempo de tostado, los
cuales coinciden con la hallado por Odzakovi¢ et al.
(2016) y Krol et al. (2020), quienes reportaron que
entre los tipos de tostado claro, medio y oscuro
existen diferencias significativas. Asi mismo un
aspecto a destacar, es la mayor concentracion de
compuestos fenolicos totales en el tostado medio y
la marcada disminucidn en el tostado oscuro. Este
efecto encuentra su explicacion en lo reportado por
Kwak et al. (2017) y Chévez y Ordofiez (2021),
quienes indican que el contenido de compuestos
fendlicos totales se incrementa entre el tostado claro
y medio, para luego decrecer al aumentar la
intensidad del tostado a oscuro. Sin embargo es
importante sefialar que el café tostado oscuro exhibe
un mayor efecto potenciador de la expresion de
enzimas antioxidantes o protectoras de las células
(Murakami 2014, Karadas et al. 2019, Wu et al.
2019).

Diversos estudios sefialan que para la evaluacion
de la actividad antioxidante es fundamental la
aplicacion de dos o mas métodos, bien sea quimicos
0 bioldgicos (Fu et al. 2011, Gan et al. 2017, Raba
et al. 2018, Pacheco-Coello et al. 2020). En el
estudio los tiempos variables de tostado arrojaron
que el extracto con tostado medio fue el que
presentd mayor actividad antioxidante. Esto nos
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permite establecer una asociacion entre el contenido
de los compuestos fenolicos y otras biomoléculas
con capacidad antioxidante que se ven alteradas en
su concentraciéon en el proceso de tostado,
coincidiendo entonces con lo reportado por Jeszka-
Skowron et al. (2015), Odzakovi¢ et al. (2016) y
Benigno et al. (2018). Un dato adicional obtenido
con la determinacion del porcentaje de reduccion
del DPPH fue el ICsy de los extractos el cual
representa la concentracion de compuestos fenélicos
requerida para reducir 50% del radical libre DPPH
(Einbond et al. 2004). Esto significa que en el
extracto con tostado medio posee una mayor
concentracion de biomoléculas (Odzakovié¢ et al.
2016).

CONCLUSIONES

Cada  caficultor  aplica  procedimientos
estandarizados que garantizan y definen la calidad
de su producto. Considerando los hallazgos del
presente estudio se tiene como principal conclusién
que independientemente del tipo (oscuro, medio,
claro) y tiempo de tostado la concentracion de
cafeina varia de forma insignificante. A diferencia
de la cafeina, otras biomoléculas tipo compuestos
fendlicos, si se ven afectadas en su concentracion y
por ende la actividad antioxidante del extracto
preparado. Este estudio representa un pequefio
aporte en aspectos que son desconocidos por
muchos caficultores independientes o artesanales y
por el propio consumidor.
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