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RESUMEN

Se analizé la actividad antioxidante (AAO) de los extractos de melanoidinas —
polifenoles del café ecuatoriano, a través de los métodos: captura de radicales
(ABTS) y capacidad reductora del hierro (FRAP); la cuantificacion de polifenoles
totales fue determinada por colorimetria aplicando el Método Folin-Ciocalteu. Las
melanoidinas - polifenoles fueron obtenidos mediante un proceso de ultrafiltracion de
una bebida preparada en base a la concentracion de café que consumen los
ecuatorianos (50g/L). Las bebidas se elaboraron a partir de dos especies de café: C.
canephora (Robusta) y C. arabica (Arabica) con diferentes grados de tostado (ligero
y medio), obteniéndose los tratamientos: Robusta Ligero (RL), Robusta Medio (RM),

Arabica Ligero (AL) y Arabica Medio (AM).

Se aplicé un Disefio completamente al azar con arreglo factorial de 22, usando el
programa SPSS.17.0. Se analizaron tres variables de respuesta: porcentaje de
pérdida de peso de los granos de café al tostarse, capacidad antioxidante
determinada por los métodos: ABTS y FRAP; y cuantificacién de polifenoles totales

de los tratamientos.

El rango de actividad antioxidante para los cuatro tratamientos, determinado por el
Método ABTS, estuvo entre 745.24 y 947.39umolTE/g de muestra; mientras que con
el Método FRAP fue entre 675.70 y 952.26umolTE/g de muestra. El tratamiento RL,
presentd la maxima actividad antioxidante. La actividad antioxidante de las
melanoidinas - polifenoles disminuyd progresivamente cuando el grado de tostado

cambio de Ligero a Medio.
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No se encontraron diferencias significativas en la actividad antioxidante, por efecto
del grado de tostado, utilizando el método ABTS, mientras que con el método FRAP,

la actividad antioxidante vari6 por efecto de la especie y el grado de tostado.

El porcentaje de pérdida de peso de los granos de café al tostarse fue entre 13.82 —
16.90% para los tratamientos de los cuales RL, RM y AM presentaron porcentajes

correspondientes al grado de tostado medio.

El contenido de polifenoles totales determinado en los extractos de melanoidinas -

polifenoles, vari6 entre 86.51 y 106.24mg GAE/g de muestra.

La correlacion entre las variables de respuesta (ABTS y FRAP vs cantidad de
polifenoles totales, respectivamente), fue baja. Sin embargo, se aprecié una
tendencia creciente de la actividad antioxidante, al aumentar los polifenoles

adheridos a las estructuras de melanoidinas.

Estudios anteriores que usaron diferentes tipos de café (origen, procesado, especie),
mostraron valores inferiores de actividad antioxidante con respecto a los resultados
obtenidos en este estudio. De esta manera, el consumo de café ecuatoriano, por su
actividad antioxidante, podria ser importante en la prevencibn de varias

enfermedades cronicas.

Palabras claves: ABTS, FRAP, Melanoidinas, bebida de café.



viii

ABSTRACT

Antioxidant activity (AOA) of Ecuadorian coffee melanoidins was analyzed through
the methods: Radical scavenging (ABTS) and The Ferric Reducing Ability of Plasma
(FRAP); guantification of total polyphenols by colorimetry method (Folin-Ciocalteu)
was performed. Coffee melanoidins were obtained by ultrafiltration (5kDa) and
subsequent diafiltration from a coffee beverage (50g/L). Brews were prepared from
green coffee beans toasted at two different degrees (light and medium) and from two
coffee species: C. canephora (Robusta) and C. arabica (Arabica). Thus, 4 treatments

(RL, RM, AL, AM) were obtained.

A completely randomized design with a factorial arrangement of 22 was applied,
using the program SPSS.17.0. Three variables were analyzed: percentage weight
loss of roasted coffee beans, antioxidant capacity was measured using ABTS and
FRAP methods and Total phenolics compounds were measured using the
Folin & Ciocalteu for treatments.
The range of antioxidant activity determined by the ABTS assay, was between
745.24 and 947.39umolTE/g sample, whereas by FRAP assay was between 629.06
and 919.33umolTE/g sample. The maximum antioxidant activity was determined in
the treatment, Robusta Light (RL). Antioxidant activity of melanoidins - polyphenols
progressively decreases when the degree of roasting change from light to medium.
No significant differences were found in the antioxidant activity, due the degree of
toasting, using ABTS method, whereas using FRAP method, the antioxidant activity

varies due to the degree of roasting and to the coffee species. The percentage


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003269796902924

weight loss of roasted coffee beans was between 13.82 - 16.90%. The treatments
RL, RM and AM showed percentages corresponding to the medium degree of

toasting.

The total polyphenol content determined in extracts of melanoidins, varied between

86.51 and 106.24mg GAE / g sample.

The correlation between the response variables (ABTS and FRAP vs. amount of total
polyphenols, respectively) was low. However, there was a trend of increasing of
antioxidant activity when the amount of polyphenols increases, in the structure of

melanoidins.

Earlier studies using different types of coffee, show lower values of antioxidant
activity than the results obtained in this study. Thus, Ecuadorian coffee consumption,
for their antioxidant activity may be important in the prevention of many chronic
diseases.

Keywords: ABTS, FRAP, melanoidins, drink coffee.
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INTRODUCCION

En el Ecuador, segun informes del Consejo Cafetalero Nacional, el café se produce
en 22 de las 24 provincias del pais, lo cual denota la gran importancia
socioecondmica del sector. Esta amplia distribucién se presenta porque el Ecuador
es uno de los paises que tiene produccion mixta, es decir, cultiva las dos especies
de mayor importancia comercial, C. arabica (Arabica) y C. canephora (Robusta).
Aproximadamente de las 220.000 hectareas cultivadas con ambas especies, el 68%

corresponde a C. arabica y el 32% a C. canephora (COFENAC, 2009).

Un gran numero de investigaciones cientificas ha reportado un papel importante de
los antioxidantes en la prevencion de varias enfermedades degenerativas inducidas
por el estrés oxidativo y relacionadas con la edad (Aeschbacher et al., 1990; Yen &
Tsai, 1993; Pérez et al., 2002; Huang et al., 2005; Butt & Sultan, 2009; Gu et al.,
2010; Butt et al., 2011; Verzelloni et al.,, 2011). Entre estos, los compuestos
fenolicos han recibido considerable atencion por sus efectos biologicos (Birt et al.,

2001; Nardini et al., 2002; Santos, 2008).

Actualmente, otra clase de antioxidantes como las melanoidinas ha sido parte de
estas investigaciones (Adams et al., 2005; Pastoriza et al., 2012). Las melanoidinas
se convirtieron en un tema de gran interés, pues son productos con actividad
antioxidante, formados naturalmente durante el procesado y almacenado de los
alimentos (COST, 1998; Delgado, Rufian & Morales, 2005) y debido a su actividad

antioxidante (Bedinghaus & Ockerman, 1995; Borrelli et al., 2002; Lindenmeier et al.,



2002; Delgado & Morales, 2005; Morales, Fernandez & Jiménez, 2005; Gniechwitz

et al., 2008).

Las melanoidinas son productos complejos que se forman al final de la Reaccion de
Maillard (Figura 1, Anexos), originada durante el proceso de tostado de los granos
de café (Miranda et al., 2007). Quimicamente, se definen como sustancias
nitrogenadas (Borrelli et al., 2002), solubles en agua (Cammerer et al., 2002), y de
alto peso molecular (Gniechwitz et al., 2008; Bekedam et al., 2006). Las
melanoidinas estan presentes en varios alimentos como la cerveza, pan, cereales

para el desayuno, malta tostada, pasta de tomate, café entre otros.

Algunos efectos fisioldgicos han sido probados en la bebida de café; entre estos, su
actividad antioxidante, atribuida generalmente a los productos de la reaccion de
Maillard (PRM) formados durante el tostado (Oosterveld et al., 2003), ademas de
ciertos compuestos fendlicos naturales (acido clorogénico (CGA), acido caféico,
acido ferulico y &cido p-cumarico) presentes en los granos verdes de café
(Lakenbrink et al., 2000; Chaurin et al., 2002; Morales & Babbel, 2002). El contenido
de estos acidos es alto en el café verde, pero después del calentamiento térmico
aplicado durante el tostado, su concentracion disminuye (Gutiérrez, 2002; Cammerer
& Kroh, 2006; Hecimovic et al., 2011). Por otro lado, PRM, principalmente las
melanoidinas, se aumentan en este paso y son los compuestos que predominan en
el mantenimiento de la actividad antioxidante del café (Delgado, Rufian & Morales,

2005; Delgado & Morales, 2005).

Algunos autores han confirmado que este efecto se debe a la capacidad de las

melanoidinas de romper la cadena de los radicales por donacion de un hidrégeno



(Yen & Hsieh, 1995; Morales & Jiménez, 2004), su afectividad como agentes
guelantes de metales (Homma & Murata, 1995; Torres et al., 2000), su capacidad
para reducir hidroperéxido a productos no radicales, o captacion de radicales

hidroxilo (Morales, 2005).

La composicion quimica de las bebidas de café esta fuertemente influenciada por la
composicién de los granos verdes de café, el proceso de tostado y las condiciones

de extraccion (llly & Viani, 1995; Bekedam et al., 2006).

La capacidad antioxidante de las bebidas del café ha sido evaluada, usando
diferentes métodos (Daglia et al., 2000; Richelle et al., 2001; Del Castillo et al., 2002;
Natella et al., 2002; Pellegrini et al.,, 2003; Daglia et al., 2004). Entre ellos se
destacan el Método ABTS y el Método FRAP. El Método ABTS es un método de
decoloracibn que mide la capacidad de los antioxidantes para reaccionar
directamente con los radicales cationes ABTS™ generados por un método quimico.
El ABTS™ es un radical de nitrégeno de color azul-verde, que cuando se reduce por
los antioxidantes a su forma no radical (ABTS) se vuelve incoloro. EI método
cuantifica la capacidad antioxidante midiendo la absorbancia de la reaccidn
antioxidante - radicales a 645, 680, 734, 815 y 820nm, en un tiempo aproximado de
20 min, usando un espectrofotdmetro. Los resultados se expresan generalmente en
relacion con un estandar, comunmente Trolox (acido-6-hidroxi- 2,5,7,8

tetrametilcromano-2- carboxilico) (Re et al., 1999; Yu, 2008).

El Método FRAP, evalla la capacidad antioxidante de la muestra de acuerdo con su
capacidad para reducir el hierro férrico (Fe*®) presente en un complejo con la 2,4,6-

(tri-(2-piridil)-s-triazina) (TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fe*?). De este modo se



genera una coloracion de intensidad proporcional a la actividad reductora de la
muestra, que puede cuantificarse por colorimetria en base a un patrén Trolox (acido-
6-hidroxi- 2,5,7,8 tetrametilcromano-2- carboxilico). La capacidad para reducir el
hierro se considera un indice del poder antioxidante de la muestra (Benzie & Strain,

1996).

Adicionalmente, para cuantificar los polifenoles totales de los extractos de
melanoidinas - polifenoles, el método mas empleado es el espectofotométrico
desarrollado por Folin Ciocalteu, basado en el caracter reductor. Utiliza cémo
reactivo una mezcla de acidos: fosfo wolframico y fosfo molibdico en medio béasico,
que se reducen al oxidar los compuestos fendlicos, originando Oxidos azules de
wolframio (WgO23) y molibdeno (MogO,3). La absorbancia del color azul formado se
mide a 760nm. Los resultados se expresan en mg de &cido galico por g de muestra

(Singleton & Rossi, 1965).



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la capacidad antioxidante de extractos de melanoidinas - polifenoles de dos
variedades de café (C. canephora - Robusta y C. arabica - Arabica), mediante el

andlisis de los métodos complementarios ABTS y FRAP.

Objetivos Especificos

¢ Implementar el método FRAP, como un método de evaluacion antioxidante.

e Estudiar la influencia del proceso de tostado en la actividad antioxidante de
los extractos de melanoidinas — polifenoles y en el porcentaje de pérdida de
peso de los granos de café durante el tostado.

e Establecer una correlacién entre el contenido de polifenoles totales y la
actividad antioxidante determinada el método ABTS, en los extractos de
melanoidinas-polifenoles.

e Establecer una correlacion entre el contenido de polifenoles totales y la
actividad antioxidante determinada el método FRAP, en los extractos de

melanoidinas-polifenoles.



MATERIALES Y METODOS

Reactivos. Persulfato de potasio, &cido-6-hidroxi- 2,5,7,8 tetrametilcromano-2-
carboxilico (TROLOX) y &cido gdlico, Sigma (St.Louis,MO); 2,2’-azinobis-(3-etil-
benzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) y 2,4,6-(tri-(2-piridil)-s-triazina) (TPTZ),
Fluka Chemicals (Madrid, Spain); FeCls;-6H,O, Panreac y Reactivo Folin-Ciocalteu

(Grado analitico, Merck)

Muestras. Las muestras de café verde en grano de dos especies (C. canephoray C.
arabica) fueron facilitadas por El Consejo Cafetalero Nacional (COFENAC). El lugar
de muestreo y las caracteristicas de las muestras se encuentran descritos en la

Tabla 1, Anexos.

Tostado. El proceso de tostado se realizé usando el equipo Quantik Lab Sample
Roaster TC-150R, durante un tiempo promedio de 9 min. Las temperaturas
aplicadas para obtener los diferentes grados de tostado se muestran en la Tabla 2,
Anexos. Los grados de tostado fueron determinados segun una escala colorimétrica
establecida por expertos de COFENAC, que se basa en las exigencias de la

industria ecuatoriana. Las muestras fueron tostadas por triplicado.

Molienda. Las muestras tostadas se molieron usando un molino Retsch-ZM200,

obteniendo un tamafo de particula de 2mm.

Preparacion de la bebida de café. Se colocé en una cafetera, 50 gramos de café
molido y 1L de agua desmineralizada. La bebida obtenida se almacené en envases

plasticos a 4°C.



Extraccion de melanoidinas-polifenoles a partir de bebidas de café. Se siguio el
procedimiento descrito por Delgado (2005). La bebida de café obtenida (6L) fue
sometida a un proceso de ultrafiltracion, basado en un sistema de ceramica
(membrana de 5kDa, de 19 canales con un diametro interno de canal de 4mm y
cuyo médulo es tubular, su longitud es de 102mm, con un area de filtracion de
0.22m? y un didmetro interno de 45mm). Posteriormente, se realiz6 la diafiltracién,
inyectando aproximadamente 9L de agua desionizada a temperatura ambiente con
el propdsito de concentrar las melanoidinas hasta que el filtrado aparezca sin el color
marron caracteristico del café. Se recogié aproximadamente 1L del retenido
(fraccidn correspondiente a los compuestos de alto peso molecular conocidos como
melanoidinas), el cual se llevdé a congelacién (-18°C) durante 24 h. Finalmente el
retenido fue liofilizado y almacenado en un desecador hasta realizar el analisis de

actividad antioxidante.
Método Antioxidante.

(1) Método ABTS. Se realiz6 en base a los estudios de Re et al. (1999) y de Rufian
y Delgado (2009), con ligeras modificaciones. El radical ABTS™ se generé mediante
la reaccién de la solucion stock ABTS (7mM) con la solucion de persulfato de potasio
(2.45mM), dejando la mezcla en la obscuridad a temperatura ambiente durante 16 h
antes de usarla. La solucién diaria de trabajo de ABTS™ fue diluida con una mezcla
de etanol: agua (50:50) hasta llegar a una absorbancia de 1.0 £ 0.02 a 680nm; esto

es 2400uL de ABTS™ concentrado con 20mL de etanol: agua.

Se usaron microplacas de 96 pocillos, en los cuales se coloc6 50uL de muestra o del

estandar Trolox con 200uL de la solucién diluida de ABTS™. Se ley6 la absorbancia



de las muestras después de 20 min, a través de un lector de microplacas Elisa (MRX
Revelation), a una longitud de onda de 680nm. Se prepararon soluciones acuosas
de Trolox (0—0.35mM) para realizar la curva de calibracién (Pastoriza et al., 2011).
Los resultados fueron expresados como pmol equivalentes de Trolox por g de

muestra, siendo la media de tres repeticiones.

(2) Método FRAP. La evaluacion del poder reductor de las muestras se realizé
segun Benzie (1996), con las siguientes modificaciones. Se utilizaron microplacas
de 96 pocillos, mezclandose 200uL del reactivo FRAP con 50uL de muestra. El

reactivo FRAP contiene 2.5mL de una solucibn TPTZ (10mM), mas 2.5mL de la
solucion FeCl;.6H,0 (20mM) y 25mL de buffer acetato, pH 3.6 (0.3M). Las

absorbancias de las muestras se leyeron después de 20 min a través de un lector de
microplacas Elisa, a una longitud de onda de 570nm. Se prepararon diferentes
concentraciones de soluciones Trolox (0-0.35mM) para realizar la curva de
calibracion. Los resultados se expresaron como pmol equivalentes de Trolox por g

de muestra, siendo la media de tres repeticiones.

Contenido de polifenoles totales. Segun Singleton & Rossi (1965), el contenido de
polifenoles se determiné por medio del método colorimétrico Folin Ciocalteu, con

ciertas modificaciones.

Solucién de melanoidinas-polifenoles: Se pes6 1g del extracto liofilizado y se diluyd

en 75mL de metanol al 70% y se agito.

En un tubo de reaccion se agregaron: 1mL de solucion metandlica de melanoidinas,
6mL de agua y 1mL de reactivo Folin-Ciocalteu. Se calent6 a 40°C por 2 min y luego

se dej6 en reposo durante 8 minutos. Posteriormente se adicionaron 2mL de Na,CO;



al 20% y se calentd a 40°C por 2 min. Después de una hora en la oscuridad se leyo
la absorbancia a 760nm. Se usaron soluciones de acido galico entre 0-400ppm, para
construir la curva de calibracion. Los resultados se expresaron como mg
equivalentes de acido galico por g de muestra, siendo la media de dos repeticiones.

Este andlisis fue realizado con la colaboracion del INIAP.

Disefio Experimental. Se aplicO un Disefio Completamente al azar con arreglo
factorial 2% correspondiente a la combinacién de dos factores (Especie de café y

Grado de tostado), con dos niveles cada uno (Tabla 3, Anexos).

Las variables de respuesta evaluadas fueron: Capacidad antioxidante determinada
por los métodos ABTS y FRAP; cuantificacion de polifenoles totales y determinacion
del porcentaje de pérdida de peso de los granos de café al tostarse. Los datos
fueron analizados en el programa SPSS.17.0 mediante el Andlisis de Varianza
(ANOVA) y las medias fueron evaluadas por la prueba de Tukey al 5% de

probabilidad.



RESULTADOS Y DISCUSION

Porcentaje de pérdida de peso de los granos de café.

El resumen del Analisis de Varianza (ANOVA) del porcentaje de pérdida de peso de

los granos de café al tostarse para los tratamientos, se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Resumen del Analisis de varianza (ANOVA) del porcentaje de pérdida de peso de los

granos de café.

Fuente de Grados Suma de Cuadrados F F
Variacion . de cuadrados medios Calculada Tabulada
libertad (5%)
Total 11 19,64
Tratamientos 3 16,74 5,579 15,392* 4,07
Especie (A) 1 4,51 4,508 12,435* 5,32
Grado de tostado (B) 1 10,26 10,261 28,307* 5,32
Interaccion Ax B 1 1,97 1,970 5,434* 5,32
Error Experimental 8 2,90 0,362
*Significativo al 5% de error para la prueba F;
" No significativo al 5% de error para la prueba F;
CV =3.79%

En la Tabla 4, se observa que hubo diferencia estadisticamente significativa entre
los tratamientos al analizar el porcentaje de pérdida de peso de los granos de café al
tostarse, aplicando un a = 0.05. Se observé también, que el porcentaje de pérdida
de peso de los granos de café vario por efecto de la especie de café y por efecto del
grado de tostado. Hubo interaccion entre el grado de tostado y la especie, lo que
quiere decir que la interaccién entre los dos factores influyé en la variacion del
porcentaje de pérdida de peso de los granos de café al tostarse. Por otro lado, el
coeficiente de variacion (3.79%), indica que hubo poca dispersion de los datos
obtenidos con respecto a la media, es decir hubo una alta precisién al analizar la
actividad antioxidante. Este porcentaje se encuentra dentro de los rangos permitidos

para analisis de laboratorio (5%).
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En la Tabla 5, se muestran los valores obtenidos al analizar el porcentaje de pérdida

de peso de los granos de café durante el tostado.

Tabla 5. Porcentaje de pérdida de peso de los granos de café.

Tratamiento % pérdida de peso 1)
Robusta Ligero (RL) 15.86 b
Robusta Medio (RM) 16.90 b
Arabica Ligero (AL) 13.83 a
Arabica Medio (AM) 16.49 b

1) Rangos de significancia
Medidas seguidas por las mismas letras no difieren entre si
al 5% de probabilidad por la prueba de Tukey

La Tabla 5, indica que los porcentajes de pérdida de peso para los tratamientos RL

(15.86%), RM (16.90%) y AM (16.49%) fueron estadisticamente iguales.

Segun Delgado (2005), los valores establecidos en su investigacion fueron: Para
Ligero, 14.5%, para Medio, 16.2% y para Fuerte, 18.9%. Por tanto, al comparar los
valores obtenidos en esta investigacion con los de Delgado (2005), se observo que
los valores calculados para los tratamientos RL, RM y AM corresponden Unicamente
al grado de tostado medio. Esto se debi6é probablemente al diferente tamafio de los
granos de café de cada especie, pues C. canephora generalmente presenta granos
de menor tamafio (5 - 6mm) que los granos correspondientes a la especie C. arabica

(6 - 8mm) (COFENAC, 2009).

Capacidad Antioxidante.

La Figura 2, presenta la actividad antioxidante de las melanoidinas - polifenoles

determinada a traves de los Métodos ABTS y FRAP.
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Figura 2: Actividad Antioxidante de los tratamientos determinada por los métodos ABTS y
FRAP

Se observan valores méas altos para la actividad antioxidante analizada por el
Método ABTS que para el Método FRAP en la mayoria de los tratamientos (RM, AL
Y AM), lo que probablemente indica que los extractos de melanoidinas - polifenoles
presentan mayor capacidad para captar radicales libres, que capacidad para reducir
al hierro. Sin embargo, los medios de reaccién de los dos métodos son tan distintos
(especialmente, el pH del FRAP, que es muy &cido), que pueden hacer que la

reactividad no sea similar y los métodos no sean 100% comparables.

Ademas, se pudo observar que la actividad antioxidante analizada por los dos
meétodos, ABTS y FRAP, muestro valores mayores para la especie C. canephora
que para C. arabica, lo cual concuerda con muchos estudios realizados (Pellegrini et
al., 2003; Daglia et at., 2004; Moreira et al., 2005). Esto se debe principalmente a la
diferente composicién quimica de las especies en cuanto, a la cantidad de acidos
fendlicos presentes en los granos tostados de café. De igual manera, se observo

gue la actividad antioxidante disminuy6 al aumentar el grado de tostado de ligero a
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medio en las dos especies. Este resultado guarda relacion con la descomposicion de
los compuestos fendlicos presentes en las estructuras de la melanoidinas,
confirmandose por varias investigaciones realizadas (Daglia et al., 2000; Chaurin et
al., 2002; Del Castillo et al., 2002; Daglia et al., 2004; Delgado, Rufian y Morales,

2005).

Método ABTS:

El resumen del Analisis de Varianza (ANOVA) de la actividad antioxidante

determinada por el método ABTS para los tratamientos, se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Resumen del Analisis de varianza (ANOVA) de la actividad antioxidante por ABTS de
los tratamientos.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F TabFular

Variacion Libertad cuadrados medios Calculada (5%)
Total 11 90147.219
Tratamientos 3 85759.504 28586.501 52.121* 4.07
Especie (A) 1 78060.180 78060.180 142.325 * 5.32
Grado de tostado (B) 1 2693.672 2693.672 4911"™ 5.32
Interaccion A x B 1 5005.652 5005.652 9.127 * 5.32
Error Experimental 8 4387.714 548.464

*Significativo al 5% de error para la prueba F;
" No significativo al 5% de error para la prueba F;
CV = 2.82%

En la Tabla 6, se observa que hubo diferencia estadisticamente significativa entre
los tratamientos al analizar la actividad antioxidante de las melanoidinas - polifenoles
por el Método ABTS. Se observé también, que la actividad antioxidante evaluada por
este método varié por efecto de la especie de café y no varié por efecto del grado de
tostado. Estos resultados también se presentaron en varios estudios (Morales &
Jiménez, 2004; Delgado, Rufian y Morales, 2005; Delgado y Morales, 2005). Sin

embargo, hubo interaccion entre el grado de tostado y la especie, lo que quiere decir
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que la interaccion entre los dos factores influyé en la variacion de la actividad
antioxidante evaluada por el Método ABTS. No se encontraron diferencias
significativas en la actividad antioxidante por efecto del grado de tostado, debido en
primer lugar, a la poca variabilidad de tiempo y temperatura empleados para
designar el grado de tostado (Ligero y Medio). En segundo lugar, a la falta equipos
(tostadores con colorimetros incorporados) que permitan establecer grados de
tostado estandarizados. En tercer lugar, a la sensibilidad de las escalas
colorimétricas establecidas por las industrias ecuatorianas cafetaleras para designar
los diferentes grados de tostado, pues generalmente se ven afectadas por la
subjetividad del experto para establecer visualmente el grado de tostado deseado.
Por otro lado, el coeficiente de variacion (2.82%), indica que hubo poca dispersion
de los datos obtenidos con respecto a la media, es decir hubo una alta precision al
analizar la actividad antioxidante. Este porcentaje se encuentra dentro de los rangos

permitidos para analisis de laboratorio (5%).

En la Tabla 7, se muestran los valores obtenidos al analizar la actividad antioxidante

por el Método ABTS de los tratamientos.

Tabla 7. Actividad antioxidante determinada por el Método ABTS.

. Actividad
Tratamiento ..
antioxidante* 1)
RL 947.39 a
RM 876.58 b
AL 756.12 ¢
AM 745.24 ¢
1) Medidas seguidas por las mismas
letras no difieren entre si
al 5% de probabilidad por la prueba de
Tukey
*unidades: pmolesTE/g muestra
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Se observo que los tratamientos AL y AM presentaron los menores valores de
actividad antioxidante y fueron estadisticamente iguales y diferentes al resto de
tratamientos. El mejor tratamiento fue RL, por su alto valor de actividad antioxidante
resto de

(947.39 pmolesTE/g muestra) y fue diferente estadisticamente al

tratamientos.

Método FRAP:

El Resumen del Analisis de Varianza (ANOVA) de la actividad antioxidante

determinada por el método FRAP para los tratamientos, se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Resumen del Analisis de varianza (ANOVA) de la actividad antioxidante evaluada por
FRAP de los tratamientos.

Fuente de Grados Suma de Cuadrados F F
Variacion . de cuadrados medios Calculada Tabulada
libertad (5%)
Total 11 151005.795
Tratamientos 3 150278.563 | 50092.8543 | 551.052* 4.07
Especie (A) 1 136571.13 136571.13 | 1502.365* 5.32
Grado de tostado (B) 1 1725.4534 1725.4534 18.981* 5.32
Interaccion A x B 1 11981.98 11981.98 131.809* 5.32
Error Experimental 8 727.232546 90.9040683
*Significativo al 5% de error para la prueba F;
" No significativo al 5% de error para la prueba F;
CV =1.16%

En la Tabla 8, se observa que hubo diferencia estadisticamente significativa entre
los tratamientos al analizar la actividad antioxidante de las melanoidinas - polifenoles
por el Método FRAP. Se observé también, que la actividad antioxidante evaluada por
este método varid por efecto de la especie de café y por efecto del grado de tostado.
Hubo interaccién entre el grado de tostado y la especie, es decir la interaccion de
estos factores influyé en la actividad antioxidante medida por el Método FRAP en los

tratamientos. Por otro lado, el coeficiente de variacion (1,16%), indica que hubo poca
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dispersion de los datos obtenidos con respecto a la media, es decir hubo una alta
precision al analizar la actividad antioxidante. Este porcentaje se encuentra dentro

de los rangos permitidos para analisis de laboratorio (5%).

Los valores de actividad antioxidante evaluada por el Método FRAP para los cuatro

tratamientos se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Actividad antioxidante evaluada por el Método FRAP de los tratamientos.

Actividad
Tratamientos | antioxidante*
1)

RL 952.26 a
RM 865.08 b
AL 71492 d
AM 675.70 c

1) Medidas seguidas por las mismas
letras no difieren entre si
al 5% de probabilidad por la prueba de
Tukey
*unidades: umolesTE/g muestra

En la Tabla 9, de acuerdo con la prueba de significacion Tukey con un a = 0.05, se
observa que todos los tratamientos fueron diferentes estadisticamente y que el
tratamiento RL, presentdé mayor actividad antioxidante respecto de los demas

tratamientos.

Contenido de Polifenoles Totales (Por el Método: Folin Ciocalteu)

En la Figura 3, se muestra el contenido de Polifenoles Totales determinado por el

Método Folin Ciocalteu de los extractos de melanoidinas — polifenoles.
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Figura 3: Contenido de Polifenoles Totales de los extractos de melanoidinas

Se observaron valores de polifenoles totales mas altos para la especie C. canephora
(100.17 - 106.24mg AGE/g muestra) con respecto a C. arabica (86.41-99.07mg
AGE/g muestra). Estos resultados guardan la misma tendencia con el estudio
reportado por Bradbury y Halliday (1990), en donde los granos tostados de café de
la especie C. canephora contienen alrededor de 3.9 - 4.6% de ACG (Acido
Clorogénico, principal componente de los polifenoles totales) y los de la especie C.
arabica poseen 1.2 - 2,3% de ACG, observandose mayor contenido de polifenoles
para la especie C. canephora. El contenido de polifenoles depende de la
composicién quimica del grano de café de cada especie, la ubicacion del cultivo, la
altitud, la fertilidad del suelo, las condiciones atmosféricas, el grado de maduracion,
las condiciones de almacenamiento y el procesamiento del grano. En cuanto al
grado de tostado, se observd que el grado de tostado ligero presentd mayor
contenido de polifenoles, que el grado de tostado medio. Esto se debe a que los
polifenoles son compuestos termolabiles que se descomponen a una temperatura de

80°C (Hecimovic et al., 2011).
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El Resumen del Analisis de varianza del contenido polifenoles totales de los

tratamientos, se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10. Resumen del Analisis de varianza (ANOVA) del contenido de polifenoles totales en

los tratamientos.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F F
L . . Tabulada

Variacion libertad cuadrados medios Calculada (5%)
Total 7 421.716
Tratamientos 3 411.474 137.158 53.571* 5.41
Especie (A) 1 218.436 218.436 85.317 * 6.61
Grado de tostado (B) 1 172.395 172.395 67.334 * 6.61
Interaccion A x B 1 20.644 20.644 8.063 * 6.61
Error Experimental 4 10.241 2.560

*Significativo al 5% de error para la prueba F;

" No significativo al 5% de error para la prueba F;

CV =1.63%

En la Tabla 10, se observa que hubo diferencia estadisticamente significativa entre

los tratamientos al analizar la cantidad de polifenoles totales de las melanoidinas -

polifenoles. Se observa también, que la cantidad de polifenoles vari6 por efecto de la

especie de café y por efecto del grado de tostado. Hubo interaccion entre el grado

de tostado y la especie, influyendo también la interaccion entre estos dos factores en

la actividad antioxidante. Por otro lado, el coeficiente de variacién (1,63%), indica

que hubo poca dispersion de los datos obtenidos con respecto a la media, es decir

hubo una alta precision al analizar la actividad antioxidante. Este porcentaje se

encuentra dentro de los rangos permitidos para andlisis de laboratorio (5%).

El contenido de los polifenoles totales en en los extractos de melanoidinas-

polifenoles se presenta en la Tabla 11.
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Tabla 11. Contenido de Polifenoles Totales en los extractos de melanoidinas — polifenoles.

Polifenoles Totales

Tratamient
ratamientos (mg GAE/g muestra) 1)

RL 106.24 a
RM 100.17 a,b
AL 99.07 b
AM 8651 ¢

1) Rangos de significancia
Medidas seguidas por las mismas letras no difieren
entre si
al 5% de probabilidad por la prueba de Tukey

La Tabla 11, indica que los tratamientos RL y RM presentaron un contenido de
polifenoles mayor y estadisticamente diferente al resto de tratamientos segun la

prueba significacién Tukey con un a = 0.05.

Correlacion entre las variables: contenido de polifenoles totales y actividad

antioxidante.

Al correlacionar las variables: Actividad antioxidante determinada por el Método
ABTS vs la Cantidad de Polifenoles presentes en los extractos de melanoidinas —
polifenoles, se obtuvo un coeficiente de correlacion de r = 0.717*, significativo
estadisticamente (p < 0.05). Sin embargo, a pesar de tener un r significativo, al
expresar el grado de asociacion entre las variables en porcentaje (51.4%), se

observa que tienen una correlacion baja.

Al correlacionar la Actividad antioxidante determinada por el Método FRAP vs la
Cantidad de Polifenoles, se obtuvo un coeficiente de correlacion de r = 0.812%
significativo estadisticamente (p < 0.05). A pesar de tener un r significativo, al
expresar el grado de asociacion entre las variables en porcentaje (66.0%), se

observa que presentan una correlacion baja.
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Hubo una alta dispersion de los datos, lo que indica efectivamente que las
melanoidinas tienen unidas distintas proporciones de compuestos fendlicos a sus
estructuras, que varian en funcion de la naturaleza del café (tipo, grado de tostado,

etc).

En las figuras 4 y 5 se puede observar una tendencia de la actividad antioxidante a

crecer mientras aumenta la cantidad de polifenoles totales.

Polifenoles vs ABTS
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Figura 4: Polifenoles Totales vs Actividad Antioxidante por ABTS

Polifenoles vs FRAP
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Figura 5: Polifenoles Totales vs Actividad Antioxidante por FRAP
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CONCLUSIONES

El porcentaje de pérdida de peso de los granos de café al tostarse, para los
tratamientos RL, RM y AM correspondieron Uunicamente el grado de tostado medio.
Es decir, en la especie Robusta no hubo diferencia entre los grados de tostado ligero

y medio. Por el contrario, en la especie Arabica si hubo diferencia.

Los valores de actividad antioxidante determinados mediante el Método ABTS son

superiores, con respecto al Método FRAP en los tratamientos RM, AL y AM.

A través de los métodos de andlisis (ABTS, FRAP y Folin Ciocalteau), se determiné
que el tratamiento RL presenta una actividad antioxidante y un contenido de

polifenoles superior con respecto a los otros tratamientos evaluados.

La actividad antioxidante determinada por los Métodos ABTS y FRAP de los
extractos de las melanoidinas — polifenoles, disminuye al aumentar el grado de

tostado de Ligero a Medio.

La actividad antioxidante de los extractos de melanoidinas — polifenoles, no se debe
sélo a las melanoidinas sino también a la presencia de compuestos fendlicos que se

adhieren durante el tostado a sus estructuras.

El consumo de las melanoidinas del café ecuatoriano es una fuente de antioxidantes
que podria combatir el estrés oxidativo y las enfermedades degenerativas

relacionadas con la edad.
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RECOMENDACIONES

Evaluar la actividad citotoxica y toxicolégica de las melanoidinas.

Realizar una purificacion de los extractos de melanoidinas.

Analizar la actividad antioxidante mediante los métodos ABTS y FRAP, de grados de

tostado superiores (Fuerte y Extra Fuerte) de café ecuatoriano.

Desarrollar mas investigaciones con el fin de conocer de una mejor manera la
estructura de las melanoidinas, para asi tener un mejor entendimiento sobre el

mecanismo de su actividad antioxidante.
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Tabla 1. Informacidon general y descripcidon de las especies de café analizadas en este estudio.

Muestras de café Robusta Arabigo
Presentacion Oro Pergamino
Humedad 12% 12%

Provincia Francisco de Orellana Manabi

Cantén Orellana San Sebastian
Recinto El Dorado Solano

Productor Luis Rosillo Luis Alberto Duicela
Beneficio Via seca Hlumedo- enzimatico
Fecha cosecha Marzo 2012. Marzo 2012

Altitud 6ptima 0-700m 1000-2000m
Tipicas Amargo Acido
caracteristicas de

la bebida

Tamafo grano 5,60 — 6 mm 6,70 — 8,00 mm

Tabla 2. Temperaturas usadas para el tostado de los granos de café

Tinicial °c | Tmedia°C | Tfinal °C | Tiempo (min)
Robusta Ligero 198.2 154.3 191.2 9.9
Robusta Medio 197.4 160.3 198.5 9.6
Arabica Ligero 199.0 155.3 191.2 9.7
Arabica Medio 196.7 159.7 198.4 9.5
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Componentes del disefio

(U.E)

experimental Ca.ntldad Descripcion
(unidades)
Factor A: Especies de café
e Robusta
Factores (F) 2 * Arabica
Factor B: Grado de tostado
e Ligero
. Medio
e RL = Robusta Ligero
. 4 e RM= Robusta Medio
Tratamientos (T) T=n"=2*=4 e AL= Arabica Ligero
e AM= Arabica Medio
e Porcentaje de pérdida de peso
Variables (v) 3 . I(gspAellac)ldad antioxidante (ABTS vy
e Cuantificacion de Polifenoles totales
3 e Porcentaje de pérdida de peso de
Repeticiones (1) 3 los granos de café
P > e Capacidad antioxidante
e Cuantificacion de Polifenoles totales
. . U.E Porcentaje de pérdida de peso
Unidades experimentales ig U.E.Capacidad Antioxidante (ABTS/FRAP)

U.E. Cuantificacién de polifenoles
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