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RESUMEN

TITULO: DETERMINACION DE LA COMPOSICION Y LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE
ACEITES OBTENIDOS POR EXTRACCION CON CO, SUPERCRITICO DE GRANOS DE CAFE
CON DIFERENTE GRADO DE TOSTION*

Autores: Vanessa Catalina Diaz Poveda
Eva Gisselle Vasquez Orejarena™*

Palabras clave: Aceite de café, extraccion con fluidos supercriticos, cromatografia de gases-
espectrometria de masas, cafestol, kahweol, diterpenos, acidos grasos, capacidad antioxidante.

Existe un gran interés en la busqueda de antioxidantes provenientes de fuentes naturales, siendo
conocido el caso del potencial antioxidante de la bebida de café (extracto acuoso), hecho que
orienta esta investigaciéon hacia el conocimiento de la capacidad antioxidante de extractos café de
tipo lipidico; los cuales se obtuvieron mediante la extraccién con fluidos supercriticos (CO.), esta la
fraccion comunmente conocida como aceite de café, se caracteriza por su contenido de
triglicéridos, diterpenos, tocoferoles y esteroles.

En general, se obtuvieron extractos (aceites) de café verde y café tostado a tres diferentes niveles
de tostion y se analizé tentativamente la composicion de los mismos. La fraccion insaponificable
fue extraida a partir de los aceites; ésta junto con la fraccion lipidica total y los derivados trimetil
silil de los compuestos presentes en ambas fracciones para cada extracto, fueron estudiados
usando cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

Se determind la relacién de capacidad antioxidante con el grado de tostion del café; teniéndose
valores de TAA total (TAA — mmol de Trolox®/Kg de extracto SFE) de 10.20 £ 0.2, 8.40 + 0.4,
23.16 £ 0.3, 26.38 = 0.2 para el aceite de café tipo verde, aceite de café tipo semitostado, aceite de
café tipo catacion, y aceite de café tipo consumo, respectivamente. Encontrandose un incremento
de esta propiedad con el nivel de tostion de los granos de café tostados.

*Trabajo de grado
**Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directores: Elena E. Stashenko Ph.D y Jairo R.
Martinez Ph.D.
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ABSTRACT

TITULO: DETERMINATION OF COMPOSITION AND ANTIOXIDANT CAPACITY OF OILS
OBTAINED BY SUPERCRITICAL CO, EXTRACTION OF COFFEE BEANS WITH DIFFERENT
ROASTING DEGREE*

Authors: : Vanessa Catalina Diaz Poveda
Eva Gisselle Vasquez Orejarena™*

Keywords: Coffee oil, supercritical fluid extraction (CO,), gas chromatography-mass spectrometry,
cafestol, kahweol, diterpenes, fatty acids, antioxidant capacity.

There is a big interest in searching for antioxidants from natural sources, being know the case of
the potential antioxidant of coffee beverage (water extract), this fact focus our research to the
knowledge of antioxidant capacity of coffee lipid extracts; these were obtained by supercritical fluid
extraction (CO,), this fraction commonly known as coffee oil is characterized by its content of
triglycerides, diterpenes, tocopherols and sterols.

In general, we obtained extracts (oils) of green coffee and coffee with three different roasting
degrees and tentatively analyzed its composition. From coffee oil unsaponifiable fraction was
extracted, these with the total lipid fraction and trimethylsilil derivatives of the compounds present in
both fractions for each extract, were studied by using gas chromatography-mass spectrometry.

We establish the relationship between antioxidant activity and the degree of roasting coffee; TAA
(TAA — mmol of Trolox®/Kg of SFE extract) values of 10.20 + 0.2, 8.40 + 0.4, 23.16 £ 0.3, 26.38
0.2 were obtained for green coffee, semi-roasted, cupping and consumption type coffee,
respectively. Finding an increase in this property with the roasting degree of roasted coffee.

* Undergraduate thesis.
**Faculty of science, School of Chemistry. Advisors: Elena E. Stashenko Ph.D and Jairo R.
Martinez Ph.D.
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INTRODUCCION

El progreso de la investigacion desarrollada en los ultimos anos sobre el café,
considerado entre los consumidores como una bebida que goza de popularidad universal,
ha manifestado la importancia de éste como infusién y como uno de los productos
primarios mas valiosos, ubicandose en segundo lugar junto al petréleo como fuente de
divisas para los paises en desarrollo. Su cultivo, procesamiento, transporte y
comercializacion proporcionan empleo a millones de personas en todo el mundo, siendo
crucial en la economia y la politica de muchos paises. El café es producido en mas de 60
paises y proporciona un medio de vida a alrededor de 25 millones de familias caficultoras
de todo el mundo. Para muchos de los paises menos adelantados del mundo, las
exportaciones de café representan una parte sustancial de sus ingresos en divisas, en

algunos casos mas del 80 % (Organizacion Internacional del Café, 2007 (OIC)).

El valor de este grano se ve reflejado a su vez en el gran nimero de organizaciones y
asociaciones creadas para el mejoramiento (del sector cafetero) y la certificacion de su
calidad. Por esta razon, ha surgido dentro de la industria cafetera la necesidad de generar
diferentes métodos de preparacion de la bebida, asi como la variacion de su sabor y su
aroma. Es asi como se han estudiado diferentes niveles de tostacién a los cuales son
atribuidos los efectos fisioldgicos y las propiedades sensoriales, consecuencia de los
productos de la reaccién de Maillard (MRP) que se desarrollan durante el proceso de
tostion [1]. Cada uno de los niveles de tostacidn poseen caracteristicas propias, que
corresponden a diferentes gustos o usos especificos, encontrando desde el tueste canela
que posee sabor de nuez pronunciado con alto nivel de acidez, hasta el tostado espresso

de sabor quemado, fuerte y dulce [2].
Debido al gran impacto que genera el café en los consumidores, se han realizado

diversos estudios sobre el sabor, la composicién del aroma y la capacidad antioxidante

segun el grado de tostacion, entre otros. Recientemente se ha dirigido la atencion a
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estudios de la composicién quimica, no solo de la fraccién soluble en agua, sino de la
fraccion lipidica que durante la preparacién de la bebida puede quedar descartada [3].
De modo que el estudio del aceite de café ha venido adquiriendo interés, especialmente
por poseer componentes con posible actividad antioxidante y anticancerigena [4], razén
por la que se ha afianzado la investigacion en torno a la obtencion, el analisis

composicional y el estudio de sus efectos fisiologicos.

Entre las diversas técnicas de extraccion empleadas para la obtencién del aceite de café,
la extraccion con fluidos supercriticos es la que presenta mejores ventajas ya que permite
obtener buenos rendimientos y extractos libres de solventes que pueden afectar la

composicién quimica y la actividad biolégica de los mismos [5].
En el presente trabajo se obtuvo el aceite de café a partir de granos con diferente nivel de

tostién, empleando la extraccion con CO, supercritico, con el propdsito de establecer las

diferencias en su composicion y correlacionar éstas con su actividad antioxidante.
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1. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

1.1 CAFE

El café (Kawah que significa fuerza [6]) es oriundo de la provincia de Kaffa, en el suroeste
de Etiopia, pasando mas tarde a Arabia y difundiéndose como bebida hace unos 800
afos. Aunque otras versiones sostienen que la primera planta se cultivd en Yemen,
distrito de Arabia, y que data del afio 575. Sélo fue hasta los siglos XV y XVI cuando el
cultivo se promovié intensamente para su uso como bebida [7], dispersandose desde la
Peninsula Arabiga a El Cairo y a todo el Imperio Otomano a mediados del siglo XV, y
cruzando a finales del siglo XVI el mediterraneo [8]. El café llegdé a Colombia alrededor del
siglo XVIII; las primeras semillas de Coffea arabica fueron compradas de las Antillas
Francesas y plantadas en Cucuta. Unos anos después, el café fue plantado en el Valle del
Cauca y Antioquia. Para 1821, con el animo de estimular el cultivo, fue prohibida la

importacion [9].

El cafeto es un arbusto perteneciente a la familia de las rubiaceas, que puede alcanzar los
10 m en estado silvestre; en los cultivos se le mantiene normalmente en tamafo mas
reducido, ca. de 3 m. El fruto es denominado cereza o baya y su semilla se compone de

dos partes: almendra y pergamino (Figura 1).

Figura 1. A. Fotografia del fruto del cafeto. B. Fotografia de la semilla del cafeto.
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La almendra es dura y de color verdoso cubierta de una pelicula plateada cuando esta
seca, y del embridén, que es una planta muy pequefa que esta dentro de la almendra.
Protegiendo la semilla se encuentra el pergamino que esta cubierto de una sustancia
azucarada que es el “mucilago” o “baba”. La parte roja o amarilla del fruto maduro se
conoce con el nombre de pulpa [10]. Las dos especies de interés comercial en el género
Coffea son Coffea arabica y Coffea canephora var. Robusta, conocidos como arabica y
robusta, respectivamente [11]. El C. arabica, originario de Etiopia produce un café fino,
aromatico que necesita de clima fresco, siendo un cultivo delicado, menos productivo y
reservado a tierras de alta montafa. El C. robusta, originario del Congo es resistente al
clima caliente y a los parasitos, y debido a estas caracteristicas de resistencia en

comparacion con el arabica se le denominé robusta [12,13].

1.1.1 Coffea arabica. C. arabica es un arbusto pequefio con flores blancas y bayas
rojas también conocidas como cerezas. Su crecimiento es mejor entre los dos trépicos, a
una altura tal que la temperatura no exceda 22 °C o disminuya de los 18 °C [11]. El café
arabigo tiene un fino y pronunciado “flavor”, produciendo una bebida mas apreciada [12].
En Colombia unicamente se cultivan los cafés arabigos que producen una bebida suave y
de mayor aceptacion en el mercado mundial denominados como Tipica, Borbén, Tabi,
Caturra y Variedad Colombia [13].

Exocarpio
' Piel exterior roja; Epicarpio
Pulpa i
Mesocarpio -+ MuEﬂagn }Mesucarpln
Pergamino: Endocarpio
. Piel plateaca
Lads Endosperma
Endocarpio =
P =S
Endosperma
&
wel
Piel plateada

Figura 2. La cereza de café en un diagrama de la seccion transversal.
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1.1.2 Café verde. Los granos de café verde se obtienen de la cereza o baya
(normalmente dos en una baya) [6]. Este proceso implica la remocién del epicarpio (piel
exterior roja), del mesocarpio (pulpa y mucilago), del endocarpio (pergamino) y, por

ultimo, la piel plateada que cubre el endosperma (Figura 2) [11].

El café verde no tiene sabor o aroma propio y sus compuestos quimicos incluyen
numerosos complejos, sustancias relativamente insolubles, que generalmente son poco
volatiles y “nonflavor”. El grano de café intacto puede ser considerado como una pequefa
autoclave donde en el proceso de tostacién estas sustancias reaccionan e interactuan en

condiciones controladas para producir el deseable producto final [14].

H
HO,, _A_OH *
HOD/\/COOH /OJQ/V(OH HO\©\/\
y
OH HO HO Z COCH
OH

Acido quinico Acido caféico Acido ferulico Acido p-cumarico

U O

Figura 3. Férmula estructural de los compuestos base de los CGA.

Los acidos clorogénicos (CGA), ésteres del acido quinico con varios acidos
hidroxicinamicos, particularmente acido caféico, acido ferulico y acido p-cumarico (Figura
3), hacen parte de los compuestos mas importantes presentes en los granos de café
verde [6]. Estos se dividen en seis clases: acidos cafeoilquinicos (CQA), &cidos
dicafeoilquinicos (diCQA), acidos feruloilquinicos (FQA), &cidos p-cumaroilquinicos
(pCoQA), acidos cafeoilferuoloilquinicos (CFQA) y acidos feruloilcafeoilquinicos (FCQA).
Los primeros tres representan cerca del 98 % del contenido de acidos clorogénicos,

siendo los acidos cafeoilquinicos mayoritarios [16].

La trigonelina, alcaloides como la cafeina, lipidos como cafestol y kahweol, aminoacidos
como el acido glutamico y carbohidratos como la sacarosa (Figura 4), también hacen
parte de la composiciéon quimica del café verde, y junto a los CGA constituyen los

componentes no volatiles y los precursores del sabor del café tostado [6].
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Figura 4. Férmula estructural de algunos componentes presentes en el café verde.

1.2 TOSTION DEL CAFE: PROCESO Y REACCION DE MAILLARD

La tostacion de los granos de café verde es considerada como una delicada y artesanal
operacion con la que el café desvela sus secretos. Los granos varian de aspecto
hinchandose, cambiando de color y haciéndose quebradizos [17]. Durante este proceso,
los granos estan sometidos a altas temperaturas por diferentes tiempos dependiendo de

las caracteristicas deseadas en el producto final.

El proceso puede ser dividido en tres etapas: (i) secado (ii) tostado y pirdlisis (iii)
enfriamiento [18]. La primera etapa del proceso consiste en la pérdida de peso del grano
de ca. 15-20 % debido a la evaporacién del agua, etapa endotérmica donde los granos
estan relativamente secos y aumentan su temperatura. La segunda etapa es exotérmica,
el grano aumenta de volumen entre 100-120 % liberando compuestos organicos volatiles,
CO; (una parte se escapa y otra es retenida en las células del grano), y agua. Los granos
se tornan marrones ocurriendo la primera crepitacién, generando un cambio en sus
propiedades fisicoquimicas y produciendo reacciones de oxidacion, de reducciéon y de
polimerizacion que conducen a la formacién de sustancias esenciales para dar entre
otros, las cualidades sensoriales de sabor y de aroma caracteristicos del café. Durante la
segunda etapa hay un breve periodo endotérmico que es seguido por otro periodo
exotérmico, donde ocurre la segunda crepitaciéon (Figura 5) [19, 20]. Finalmente, el café

es enfriado rapidamente para detener las reacciones y prevenir que se queme.
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Figura 5. Curva de temperatura de granos de café durante el proceso de tostacion.

La tostién de los granos genera pérdida de peso, reduccion de la densidad y cambio de
color. Este ultimo es considerado como el parametro mas usado para describir el nivel de
tostién del grano, clasificado generalmente como verde, muy ligero, ligero, medio, medio
oscuro y oscuro [21, 22]. No obstante, estudios han reportado que la consecucion de los
mismos colores del grano con diferentes condiciones de temperatura y tiempo, no implica
necesariamente que el café sea equivalente en términos de aroma y propiedades fisicas
[23]. En consecuencia, durante el calentamiento el color verde cambia a amarillo, luego a
tonos marrones hasta un color marrén-negro, dependiendo de las caracteristicas
requeridas y del tiempo y temperatura a la que sean sometidos los granos (Figura 6) [25],

de manera que no necesariamente el grano es llevado hasta la segunda crepitacion.

Las altas temperaturas a las que son sometidos los granos (180-240 °C) favorecen la
reaccion de Maillard, reconocida como la principal ruta del “flavor” y “browning” en
alimentos cocinados con contenido de carbohidratos y aminas [1,26], donde se genera
una elevada carga volatil que incluye mas de 800 componentes con un amplio rango de
grupos funcionales. Algunos componentes del café verde como la celulosa, la lignina, la
cafeina y los compuestos inorganicos no reaccionan de manera significante. Otros como
la sacarosa, azucares reductores, proteinas, CGA, trigonelina, y ciertos aminoacidos

reaccionan ampliamente siendo parcialmente o totalmente degradados [18].
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Figura 6. Coloracion de A. Grano verde, B. Grano semitostado o muy ligero, C. Grano

punto medio o ligero, D. Grano tipo catacion o medio y E. Grano tipo consumo u oscuro.

Camille Maillard (1912) fue el primer quimico en observar que los aminodcidos libres
derivados de péptidos y proteinas, interactuaban con azucares reductores para formar
heterociclos con atomos de nitrégeno y melanoidinas marrones [6]. Esta reaccion,
denominada en su honor reaccion de Maillard, ha sido objeto de estudio para la
identificacién de los compuestos que le dan el sabor, el aroma y el color caracteristicos a
los alimentos calentados [26]. El mayor producto de esta reaccidon son las melanoidinas y
otros compuestos no volatiles. Mas de 3500 compuestos volatiles han sido atribuidos a

esta reaccion [27].

En general, la ruta de la reaccién de Maillard produce compuestos que se pueden
clasificar en tres grupos: derivados de la deshidrogenacién-fragmentacion de los azucares
como lo son furanos, pironas, ciclopentenos, compuestos carbonilicos y acidos; derivados
de la degradacién de los aminoacidos como aldehidos y compuestos azufrados, y
compuestos heterociclicos con contenido de nitrégeno, como los pirroles, pirazinas,

imidazoles y oxazoles [28].

1.3 ACEITE DE CAFE

La fraccion lipidica del café se encuentran distribuida en la endosperma del grano y la
capa externa, en la que prima el contenido de ceras [29]. El contenido lipidico en granos
de café verde es de ca. 7-17 %, varia de acuerdo con el tipo café, siendo para la especie
Coffea arabica de ca. 15 % y para Coffea canephora var. Robusta de ca. 10 %. Anese et
al. (2000) reportan que luego del proceso de tostacion este porcentaje se mantiene

constante; se presentan contenidos de aceite fijo de ca.12-18 % [30] y depende no solo
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de la naturaleza del grano sino del método de extraccion y las condiciones del mismo [31].
En general, ésta fraccion es denominada aceite de café. El aceite de café verde es usado
en el tratamiento cefaleas y asma, como componente en productos cosméticos, como
nutracéutico y como conservante [32-34]. El aceite de café tostado se usado como
ingrediente saborizante (e.g. helados, bebidas) [3, 35], en especial, del café instantaneo
para el mejoramiento de su aroma y su sabor [11]; ademas ha sido propuesto como

fuente para la produccién de biodiesel [36-37].

Los lipidos en el café corresponden a acidos grasos (AG), tocoferoles, esteroles y
diterpenos. Los AG se encuentran en diferentes formas, pueden estar esterificados con el
glicerol en los triglicéridos, con diterpenos o con esteroles. Mayoritariamente se
encuentran el acido palmitico (C16), estearico (C18), oleico (C18:1) y linoleico (C18:2)
[38]. Por esterificacion de los acidos grasos, Oliveira et al. concuerda con Calligaris et al.
en que en mayor cantidad se encuentran el C18:2, seguido de C16, C18 y C18:1; en
menor proporcion el acido araquidénico (C20) y en trazas los acidos gadoleico (C20:1) y
behénico (C22) [34]. Para el café verde se han realizado andlisis del contenido total de
acidos grasos, acidos grasos libres y triglicéridos; Jham et al. (2003) estudiaron acidos
grasos en triglicéridos de granos de café. De acuerdo con Casal et al. (1997) y Alves et al.
(2003), durante el proceso de tostacion se evidencia un incremento en los acidos grasos
trans, especialmente C18:2ct y C18:2tc. En cafés arabica y robusta se han detectado 9
acidos grasos libres con una gran proporcién de C18:2 y C16, y con diferencia en el
contenido de C18 y C18:1[29].

La fraccion lipidica no saponificable corresponde a ca. 1.3-1.9 % (p/p) en granos verdes
de café arabica y de ca. 0.2-1.5 % en café robusta [38,40]. Su composicion esta
representada en mayor parte por diterpenos pentaciclicos, que uUnicamente han sido
encontrados en el café; los mas representativos son el kahweol, el cafestol y el 16-O-
metilcafestol. Este Ultimo se encuentra Unicamente en el café Robusta, al igual que el 16-
O-metilkahweol [29] (Figura 7). En su forma libre son componentes minoritarios y su

contenido puede disminuir ca.80 % durante la tostion. [41].
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Figura 7. Férmula estructural de los diterpenos presentes en el café.

En mayor parte, los diterpenos se encuentran esterificados por AG, ca. 98 % esta
constituido por los acidos grasos C16, C17, C18, C18:1, C18:2, C18:3 C20, C20:1, C21,
C22, C23 y C24 [31, 42, 45]. Han sido analizados en diferentes tipos de extractos y
bebidas de café [43, 46] y cuantificados usando cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) con detector ultravioleta (UV) [47].

CH,OR CH,OR
Dehidrocafestol

Dehidrokahweol

Dlterpeno libre
—ACIdO graso; Ester de diterpeno

& &
H H
o’ 1e) N
=l kahweal — Cafestal

Figura 8. Formula estructural de los productos de descomposicion del cafestol y kahweol.
Con el proceso de tostacion nuevos diterpenos son formados a partir del cafestol y

kahweol, algunos productos de degradacion han sido identificados como dehidrocafestol,

dehidrokahweol, cafestal y kahweal (Figura 8). La descomposicion es particularmente
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notable en los diterpenos libres, sin embargo, Kurzrock et al. (1998) [31] demostraron la
presencia de productos de deshidratacion de ésteres de cafestol. Otros diterpenos se han
aislado como el coffeadiol (C19H300-) [48] y arabiol | (Cx2H250,) que fueron identificados

unicamente en café arabica colombiano [29] (Figura 9).

Figura 9. Formula estructural de A. Coffeadiol y B. Arabiol .

Asi mismo, se presentan estudios de sus efectos en la salud, potencialmente el aceite de
café incrementa los niveles de colesterol en humanos a causa de estos diterpenos [38,
49]; su consumo estd asociado con el incremento del riesgo de enfermedades en el

corazén [38, 50] y también a un posible efecto protector contra el cancer [51,52].

Tabla 1. Distribucion, (%) de desmetilesteroles en café arabica Mariani et al. (1991) [31].

Esteroles Distribucién, %
Colesterol 0.3
Campesterol 15.8
Estigmasterol 21.9
B-sitosterol 51.6
A5-avenasterol 2.7
Campestanol 0.4
24-metilenecolesterol 0.2
sitoestanol 2
AT7-estigmastenol 2.2
AT7-avenasterol 1.5
A7-campesterol 0.6
Ab5,23-estigmastadienol 0.3
A5,24-estigmastadienol 0.1
Clerosterol 0.5
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Un 5.4% de los lipidos en el café arabica corresponde a esteroles. Picard et al. (1984)
determinaron que ca. 40 % de éstos esta libre y el ca. 60 % restante esterificado,
preferiblemente con C18, C16 y C18:. Se han analizado por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) los derivados éteres trimetilsililicos [44,53],
estando en mayor cantidad el B-sitoesterol (ca. 50%), el estigmasterol, el campesterol, el
24-metilenecolesterol y el A5-avenaesterol; los dos ultimos se encuentra en mayores

cantidades en la variedad robusta (Tabla 1) [31].

La presencia de tocoferoles en el aceite de café fue determinada inicialmente por Folstar
et al. (1977); se han analizado los perfiles de tocoferol (a, B y y) (Figura 10). Aoyama et
al. (1988) encontraron en diferentes tipos de café proporciones de 2:4:0.1
respectivamente [31]. Las proporciones de [3-tocoferol son de 47.12 ug/g para café verde
y 106.60 ug/g para los tostados, 2.63 ug/g y 70.99 ug/g de y-tocoferol para verde y
tostado respectivamente; y en cuanto al a-tocoferol en café tostado varian entre 7.55 y
33.54 pgl/g, para café verde 2.02 y 16.76 ug/g [12]. Kélling-Speer et al. (2006) reportaron
3.5 mg/100 g a-tocoferol y 8.4 mg/100 g, para B—tocoferol. Durante la tostién hay pérdida
de ca. 6 % de los tocoferoles totales [29], resultados que son concordantes con

determinaciones de vitamina E en cafés provenientes de distintos sitios de origen [54, 55].

X
HO
Y O
Z  X=Y=Z=CH3  a-tocoferol
X=Z=CH3;Y=H p-tocoferol
X=H;Y=2Z=CH3 y-tocoferol

Figura 10. Estructura de los tocoferoles.

Sarrazin et al. (2000) [56] realizaron el analisis sensorial del aceite de café comparando
las caracteristicas de diversos extractos, donde el aceite de café es superado en cuanto a
la similitud con respecto al aroma del grano de café (verde y tostado) por extractos

provenientes de destilacion-extraccién simultanea.
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1.4. EXTRACCION DEL ACEITE DE CAFE

1.4.1 Generalidades. El aislamiento del aceite de café se lleva a cabo por métodos como
extrusion (compresion en frio de los granos), extraccién en fase solida (Soxhlet) y
extraccion con fluido supercritico (SFE). Se ha realizado en paises como Brasil, Italia y
Francia, siendo uno de los métodos mas empleados la SFE [3, 35, 56]. En Colombia, se
han realizado algunos analisis de los volatiles del aceite de café obtenido por extrusion
[30], asi como estudios comparativos del aroma de varias marcas de café, que incluyen el

uso de varios métodos de extraccion como la SFE [57].

El aceite de café verde obtenido por presion en frio es una mezcla de diferentes clases de
compuestos con triglicéridos representados en 75% de masa, de color marrdon-verde
oscuro con un aspecto turbio atribuido a la presencia de pigmentos y otros componentes
como clorofila, terpenos, esteroles y ceras, entre otros [58]. El aceite de café tostado
obtenido por presion, esta compuesto por una fraccion lipidica y volatil tipica del aroma de
café. Sus constituyentes aromaticos son de media y baja volatilidad [59] y presenta un

intenso olor “quemado” debido a la pirdlisis ocurrida durante la compresion [58].

La extraccion Sohxlet es ampliamente usada [29, 60]; presenta buenos rendimientos, pero
inconvenientes como largos tiempos de extraccidon, consumo de altas cantidades y
remanentes de disolventes. Diversos autores emplean disolventes tales como dietil éter,
éter de petréleo y hexano [29, 37], que son peligrosos, dificiles de manejar y que pueden
generar degradacion del aceite [58]; los resultados de las extracciones no son
homogéneos, la composicion varia de acuerdo con el disolvente utilizado, en ciertos

casos sustancias polares o no lipidicas pueden o no ser extraidas [29].

1.4.2 Extraccion con Fluidos Supercriticos (SFE). La SFE es una técnica de
separacion de sustancias disueltas o incluidas dentro de una matriz, que utiliza la
habilidad de ciertos compuestos de convertirse en excelentes disolventes para algunos
solutos, modificando su capacidad de disolucion a determinada temperatura y presién

[61,62]. ElI término fluido supercritico (SF) hace referencia a un gas o liquido por encima
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de su temperatura (Tc) y presion (Pc) criticas (i.e. sobre su punto critico), condiciones en

las cuales los dos estados se hacen indistinguibles [61, 63].

El fluido mas usado para la SFE es el diéxido de carbono supercritico (SC-CO.), debido a
que es seguro, no téxico en comparacion con solventes organicos, no inflamable y sus
puntos criticos son facilmente obtenidos (31°C, 7.8 MPa) [62, 64, 65]. La extraccién
usando SC-CO, ofrece separaciones selectivas, sin dejar residuos téxicos en los
extractos, no hay riesgo de degradacion térmica debido a que las condiciones de
temperatura son relativamente bajas. El poder solvatador y propiedades de transporte
adquiridos por los fluidos cerca de sus puntos criticos permiten una mayor penetraciéon en
una matriz sélida, y por ende, una mas eficiente y rapida extraccion; la solubilidad de un
analito puede ser altamente afectada por pequefios cambios en la presion y puede ser
incrementado adicionando un disolvente modificador polar (e.g. etanol, metanol) [58, 61,
63, 64, 66].

Esta técnica es ampliamente usada en la extraccion de sustancias bioactivas
(antioxidantes, flavonoides, aceites esenciales, carotenoides, etc.) a partir de materiales
bioldgicos [63, 67-69]. Haciendo referencia especificamente al café, la SFE ha sido
utilizada para la extraccion selectiva de cafeina [70-72] y CGA reemplazando técnicas
convencionales que incluyen la utilizacion de disolventes organicos como cloroformo vy
diclorometano [58]. En la extraccion de su aceite, se ha obtenido aceite de café verde, de
café tostado [73] y se han extraido sus diterpenos [58]. Ademas, se ha aplicado en la
refinacion de extractos obtenidos mediante otras técnicas para alcanzar una mayor

similitud con respecto al aroma del grano [56, 74, 75].

1.5 ANTIOXIDANTES (AO)

Un AO se define como cualquier sustancia que al estar presente en bajas
concentraciones, en comparacion con la del sustrato oxidable, inhibe o previene su
oxidacion [76, 77]. Los AO se clasifican de acuerdo a su origen como naturales o
sintéticos. Segun Krinsky (1992) un antioxidante bioldgico o natural es un “compuesto que

protege sistemas bioldgicos en contra de los efectos dafinos potenciales de los procesos
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0 reacciones que causen oxidacion extensiva” [78], y son extraidos a partir de plantas,
tejidos animales, o producto del procesamiento de los alimentos, comunmente son
compuestos fendlicos, tales como tocoferoles, flavonoides y acidos fendlicos. Los
sintéticos son igualmente compuestos fendlicos pero a estos les han sido introducidos

grupos alquilicos con el fin de aumentar su solubilidad en grasas [79].

1.6 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL CAFE

Uno de los mayores beneficios encontrados en el café es su efecto antioxidante, razén
por la que ha sido objeto de diversas investigaciones con el propdsito de determinar los
componentes que le otorgan esta propiedad. Dentro de éstos se destacan los CGA, los
acidos fendlicos y los polifenoles presentes en el grano verde, cuyo contenido varia segun
la especie de café (robusta o arabica) [80,81], y los MRP generados durante el proceso de
tostacion de los granos de café verde [82]. Estos compuestos presentan atomos o grupos
de atomos capaces de liberar electrones que son captados por los radicales libres. Evitan

asi que se desaten reacciones que causen dafio y destruyan las células del cuerpo.

La variacion de la capacidad antioxidante en el café se debe a las importantes
modificaciones que sufren los granos durante la tostion. El efecto de éste proceso ha sido
fuertemente investigado en la bebida de café, obteniendo resultados discordantes entre si
[83]. Gomez et al. (2008) [84] analizaron la composicién del café segun el grado de
tostacion identificando la presencia de cafeina y compuestos fendlicos como acido
vanilico, acido ferulico y como principal isémero de los CGA el acido 3-cafeoilquinico,
encontrados en mayor proporcion en el café verde y cuya cantidad disminuye con el
aumento del grado de tostacion, generando compuestos “marrones”, especificamente
melanoidinas MRP. La evaluacién de la capacidad antioxidante permitié conocer que el
extracto de café, oscuro y verde poseen capacidad antioxidante significativamente alta,
comparada con las muestras de café tostado claro y de café tostado medio. No obstante,
los compuestos “marrones” presentes en el extracto de café oscuro son mas efectivos

para inhibir radicales libres que los compuestos fendlicos presentes en el café verde.
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Daglia et al. (2000) [85] y Daglia et al. (2004) [86] indican que hay una disminucion de la
capacidad antioxidante de bebidas preparadas a partir de café de tostado medio, y un

aumento con las preparadas a partir de café verde y de café de tostado oscuro.

De otro modo, Nicoli et al. (1997) [87] concluyen que el efecto antioxidante debido a los
MRP no se incrementa linealmente con el grado de tostacion, de manera que existe un
aumento de la capacidad antioxidante en bebidas preparadas a base de café de tostado
medio y una disminuciéon en las preparadas a base de café de tostado oscuro. Los
resultados obtenidos por Sanchez et al. (2005) [88], establecen que hay un incremento en
la capacidad antioxidante en bebidas a base de café tostado oscuro. Borrelli et al. (2002)
[89] indican que la capacidad antioxidante disminuye a medida que la intensidad de la
tostacién aumenta, pero la capacidad de impedir la peroxidacion del acido linoléico es

mayor con el aumento de la tostion.

Estas discrepancias pueden ser debidas al método empleado para evaluar la capacidad
antioxidante, asi como la definicion de un grado de tostacion considerado como ligero,
medio y oscuro principalmente, proceso que generalmente es controlado por la coloracion
adquirida por el grano. Ademas, la especie de café empleada afecta directamente la
composicion del grano, que a pesar de que sea de la misma especie puede cambiar
segun sea su origen, el clima y el suelo donde la planta sea cultivada, generando una

variacion en la humedad del grano [83-86].

A pesar de los buenos resultados encontrados, la capacidad antioxidante de los
componentes presentes en el café no es tan fuerte como la comparada con otros
antioxidantes naturales conocidos, como el a-tocoferol. Sin embargo, la suma total de la
capacidad antioxidante de estos compuestos puede contribuir significativamente a los
efectos hallados en la bebida de café [75]. Es asi, como la capacidad antioxidante
encontrada en el café y en otros alimentos de origen vegetal es debida a la variedad de su
composicion quimica, expresada como una mezcla 6ptima de antioxidantes que pueden
poseer un mecanismo complementario de accion y de potencial redox diferente, siendo la

base de su efecto en la salud [90].

37



2. CIENCIOMETRIA

Segun los resultados obtenidos en el estudio cienciométrico en la base de datos de
Scopus (Tabla 2), se puede apreciar que la investigacién en torno a la extraccién con
fluidos supercriticos se ha venido incrementando, manteniéndose como un campo de
constante investigaciéon. Su aplicaciéon a la obtencion de extractos de café es variable,
siendo el afio 2000 el de mayor numero de publicaciones con 5 en total; la mayor cantidad
de publicaciones se encuentra en revistas de alto impacto como Journal of Supercritical

Fluids y Journal of Chromatography A.

Relacionando los resultados de la ecuacion de busqueda coffee oil en las bases de datos
de Scopus y de Web of Science, entre los afos 2000-2011, se aprecia que el numero de
registros es menor en la base de datos Web of Science, en comparacioén con Scopus. En
la Figura 11 se observa un incremento progresivo en el numero de publicaciones, el afio
de mayor registro sobre el tema es el 2009 con un total de 43. Como es de esperarse, los
mayores registros en cuanto al aceite de café provienen de areas del conocimiento como
ciencias de la agricultura y biologia, quimica y quimica de alimentos, con 179, 95y 7

publicaciones, respectivamente.

| m Web of Science m Scopusl
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Figura 11. Relacion area — numero de publicaciones sobre aceite de café. Fuente:
Scopus y Web of Science. Periodo de observacion: 2000 — 2011. Fecha de consulta: 5 de
enero de 2011. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY (coffee oil).
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Es notoria la gran cantidad de patentes encontradas. Estas superan en una proporcién
considerable el numero de articulos existentes; lo que refleja la importancia de las
aplicaciones de la obtencion de extractos de café mediante extraccién con fluido
supercritico. La US Pattent Office (USPTO) y World Intellectual Property Organization
(WIPO) se presentan como las oficinas con mayor numero de patentes registradas. Por
otra parte, usando la base de datos Web of Science se logré relacionar el nimero de
publicaciones con los paises de origen de las mismas (Figura 12), es interesante ver que
Colombia solo registra 3 publicaciones y es superado por diversos paises, algunos de
ellos sin produccién de café e.g. Estados Unidos el cual presenta mayor registro de

publicaciones en el tema.
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Reino Unido
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Japon
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Francia

Brasil

Estados Unidos
Otros
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Numero de publicaciones

Figura 12. Relacién paises — numero de publicaciones sobre aceite de café. Fuente: Web
of Science. Periodo de observacion: 2000 — 2011. Fecha de consulta: 5 de enero de 2011.
Ecuacién de busqueda: TITLE-ABS-KEY (coffee oil).

Las investigaciones de las propiedades antioxidantes del café han incrementado. Para el
afio 2010 se encuentra la mayor cantidad de publicaciones (59); pero no se encuentran
suficientes registros aun del analisis de esta propiedad en la fraccion lipidica del café, lo
que hace ver al estudio de la relacién de las propiedades antioxidantes y el aceite de café

como un tema que vale la pena explorar mas a fondo (Tabla 2).
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y su capacidad antioxidante con bases en los de datos Scopus. Fecha de busqueda: 5 de enero de 2011.

Tabla 2. Principales resultados encontrados sobre la actividad cientifica en el campo de extraccion de aceite café con fluidos supercriticos

SCOPUS

- . T Supercritical fluid 3 Coffee and Coffee oil and
Supercritical fluid extraction™ 4 action and coffee? Coffee oil antioxidant * antioxidant °
No. Total de 7191 34 561 485 3
articulos
s Ar:]‘gso‘;on 2010 (628) 2009 (3) 2010 (41) 2007 (57) 2007 (1)
cantidyad de 2009 (667) 1997 (3) 2009 (43) 2008 (59) 2000 (2)
S 2008 (510) 2000 (5) 2008 (38) 2010 (59)
publicaciones
3 Autores con Franca, A S. (6)
mavor Taylor, L.T. (88) Mazzafera, P. (3) Speer, K. (5) Morales, F.J. (8) Alvarez, AM.R. (1)
cantidyad de Hawthorne, S.B. (69) Mohamed, R.S. (3) Mazzafera, P. (5) Shibamoto, T. (8) Anese, M. (1)
S Wai, C.M. (67) Albert, K. (2) Talamini, R. (5) Cid, C. (7) Bita, M.G. (1)
publicaciones
Brunner, G. (5)
- Journal of Supercritical Fluids - Journal of - Journal of Agricultural and - Journal of
3 Revistas con (659) Chromatography A (6) Food Chemistry (12) Agricultural and Food - Grasas Y Aceites (1)
mayor namero - Journal of graphy - Department of State Chemistry (53) - Italian Journal of Food

de
publicaciones

Chromatography A (327)
- Industrial and Engineering
Chemistry Research (240)

- Analytical Chemistry (4)
- Brazilian Journal of
Chemical Engineering (3)

Publication Background Notes

Series (7)
- Food Chemistry (7)

- Food Chemistry (22)
- Journal of Nutrition
(14)

Science (1)
- Revista De Chimie (1)

- Chemistry (18)

- Food Chemistry (7)

- Agricultural and

- Agricultural and

3 Areas de - Chemistry (3.897) - Chemical Engineering - Agricultural and Biological Biological Sciences Biological Sciences (2)
~ mayor - Chemlcgl Englpeerlng (2.228) . (12) Sciences (179) (2;’)0) - C_hemlstry_ (2) _
investigacion - Materials Science (1.170) - Agricultural and - Chemistry (95) - Medicine (199) - Chemical Engineering

Biological Sciences (6) y - Chemistry (112) (1)
Ng'a jotal de 10398 342 20144 4461 80
i - US Patent Office '
- US Patent Office (6.200) - US Patent Office (201) '\ yq ot ooffice (17.527) (2571) - US Patent Office (52)

3 Oficinas con
sus
respectivas
patentes

- World Intellectual Property
Organization (WIPO) (2.763)

- European Patent Office
(1.116)

- World Intellectual
Property Organization
(WIPO) (89)

- European Patent Office
(43)

- World Intellectual Property
Organization (WIPO) (6.722)

- European Patent Office
(3.252)

- World Intellectual
Property Organization
(WIPO) (1258)

- European Patent
Office (534)

- World Intellectual
Property Organization
(WIPO) (15)

- European Patent Office
(10)

Ecuacion de busqueda: - TITLE-ABS-KEY(supercritical fluid extraction), ° TITLE-ABS-KEY("supercritical fluid extraction" AND coffee), ° TITLE-ABS-
KEY(coffee oil), 4 TITLE-ABS-KEY("coffee" AND antioxidant), 5TITLE-ABS-KEY(“coffee oil" AND antioxidant).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIALES Y REACTIVOS

3.1.1 Reactivos y solventes. Se emplearon los siguientes reactivos: vitamina E (97%),
Trolox® (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico, 97%), butilhidroxianisol
(BHA, 99%), cafeina (99.9%), acido linoleico (99%), acido caféico (99 %) sal de diamonio
del acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS, 98%) marca Aldrich
Chemical Co. Inc., (Milwaukee, WI., EE.UU.), persulfato de potasio (99%), agua grado
HPLC, acetato de sodio marca J. T Baker (México, D. F., México), acido clorhidrico (1M),
etanol (99.8%) y diclorometano (99.9%) marca Riedel-de Haén de Sigma—Aldrich (Buchs,

Suiza), didxido de carbono (99.98%) marca Linde (Bucaramanga, Colombia).

3.1.2 Material de laboratorio. Se utilizaron los siguientes materiales de laboratorio:
balanza analitica AG 285, pHmetro MPC227 de Mettler Toledo (Schwerzenbach, Suiza),
bafo ultrasénico LC-20H de Ultrasonic (Darmstadt, Alemania), balones aforados de 2, 5,
10, 25, 50 mL, vasos de precipitado de 50, 100, 600, 1000 mL, tubos de ensayo Scott
(Texas, EE.UU.). Micropipetas de 2-20, 25-250, 100-1000 pL, micropipeta multicanal de
20-200 pL, puntas plasticas para micropipetas. Tubos cénicos de poli(propileno) de 1.5
mL, dispensadors para solventes y pipetas Pasteur desechables marca Brand (Wertheim,

Alemania).

3.2 OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE CAFE.

27 kg de café verde (Coffea arabica) variedad Colombia (mezcla de tipos de café) fueron
proporcionados por los Almacenes Generales de Depdsito de Café, ALMACAFE. Las
muestras fueron homogenizadas en un equipo Presition divider,
GAMET MFG. CO. Serial n. 1Y991722 (Minn., EE. UU.) (Figura 13), y divididas en cuatro.
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Figura 13. Equipo Presition divider, Gamet GAMET MFG. CO. Serial n. 1Y991722 (Minn.,
EE. UU.).

3.3 TOSTION DE LAS MUESTRAS DE CAFE

El proceso de tostion de las muestras se realizé en un equipo SASA-SAMIAC (43 AV. Du
Mal Le.360 Le Cateau) (Figura 14) de tambor giratorio horizontal con capacidad para 3
kg, en las instalaciones de ALMACAFE. El equipo funciona a través de una resistencia
que se calienta y por conduccidon genera las tostion de los granos. Se utilizaron tres
diferentes grados de tostidn, café tipo semitostado, café tipo catacion y café tipo consumo.

Cada una de las muestras se dividié en tres lotes.

Figura 14. Equipo SASA-SAMIAC (43 AV. Du Mal Le.360 Le Cateau).
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3.4 MEDICION DEL COLOR DE LAS MUESTRAS DE CAFE

La medicién del color de las muestras se realizd en un espectrofotdmetro HunterLab
modelo XE Geometria 0/45° (Reston, Virginia, EE.UU.), en las instalaciones de
ALMACAFE. Los resultados fueron expresados en la escala CIELab, midiendo el valor de

la luminosidad de los granos (L*).

3.5 MOLIENDA DEL CAFE

Se molieron las muestras de café, tipo cataciéon y tipo consumo, empleando un molino
Bunn, Modelo G3 HD, BLK 2009 (Springfield, Illinois, EE.UU.), en las instalaciones de
ALMACAFE. Para las muestras de café tipo verde y café tipo semitostado se utilizé un
molino criogénico de bolas SPEX SamplePrep Freezer/Mills en las instalaciones de
CENICAFE en Chinchina, Caldas.

3.6 PRUEBAS PRELIMINARES PARA SFE

Los extractos de café fueron obtenidos empleando un equipo de extraccién con fluido
supercritico CO, Thar SFE-2000-2-FMC50 (Thar Instruments, Inc., Pittsburgh, PA,
EE.UU.) (Figura 15).

Figura 15. Equipo Thar SFE-2000-2-FMC50 (Thar Instruments, Inc., Pittsburgh, PA,
EE.UU.).
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Se probaron diferentes condiciones de extraccion, presion, temperatura, tiempo de
extraccion, flujo de CO; y grado de tostion de las muestras. El diagrama del proceso se

indica en la Figura 16.
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Figura 16. Diagrama del proceso de extraccién del equipo Thar SFE-2000-2-FMC50
(Thar Instruments, Inc., Pittsburgh, PA, EE.UU.).

3.7 DISENO EXPERIMENTAL PARA SFE
Con el fin de determinar las mejores condiciones de extraccion con alto rendimiento del
aceite de café, se aplicd un disefio experimental factorial 2° (Figura 17) teniendo en

cuenta los resultados encontrados en las pruebas preliminares (Numeral 2.6).

Las variables consideradas en el planteamiento de disefio experimental fueron la presion,
la temperatura y el grado de tostion expresado como el valor de la luminosidad de las
muestras de café (L*), y como observable el rendimiento de extraccion. El error
experimental se determind con base en la realizacion de tres experimentos en el punto

medio de las variables estudiadas.
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Figura 17. Disefio experimental factorial 2°.

En la Tabla 3 se muestran los experimentos del disefio y los niveles de las variables.

Tabla 3. Disefio experimental factorial 2°.

N _de Presiéon, bar Temperatura, °C Grado de*tost|on,
Experimento L
1 300 48 44.0
2 420 48 44.0
3 300 68 44.0
4 420 68 44.0
5 300 48 17.6
6 420 48 17.6
7 300 68 17.6
8 420 68 17.6
9* 360 58 23.9
10* 360 58 23.9
11* 360 58 23.9

“Niveles de las variables empleados para determinar el error experimental del método.

3.8 ANALISIS ESTADISTICO Y ENCAJE DE MODELOS POLINOMICOS A LOS
DATOS EXPERIMENTALES

El analisis estadistico de los resultados del disefio experimental se realizd en Excel,
aplicando el analisis de varianza (ANOVA), el algoritmo de Yates y el contraste de
coeficientes. La aplicacion de los tres métodos permiti6 comparar los resultados
obtenidos. Se uso la prueba de Fisher como parametro para establecer con un nivel de
confianza del 95% si las variables y sus posibles combinaciones poseen un efecto
significativo en el rendimiento del aceite de café.
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Para el encaje de los modelos polinébmicos, a partir de los resultados obtenidos al aplicar
el disefio experimental factorial 23 se tomo como observable el rendimiento del aceite de
café obtenido. En cada caso, se normalizaron los valores de las variables y el observable.
Se plantearon en total cuatro modelos matematicos que fueron resueltos por el método de
matrices. Para determinar el modelo que se ajustdé mejor a las variables evaluadas, se
realizé la validacién de los modelos polinémicos comparando los valores de R? ajustado y

la raiz cuadrada media del error de calibracién (RMSEC).

3.9 OBTENCION DEL ACEITE DE CAFE POR SFE

Los extractos se obtuvieron a partir de los granos de café con diferente grado de tostion,
por el método de extraccion con fluido supercritico CO,. Las condiciones de extraccion de
las cuatro muestras de café se muestran en la Tabla 4. Las extracciones se realizaron por

duplicado para cada muestra.

Tabla 4. Condiciones de extraccion del aceite de café.

Variable Valor
Presién 450 bar
Temperatura 68 °C
Tiempo 90 min
Flujo de CO, 40 g/min

3.10 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

3.10.1 Extraccion de los metil ésteres de los acidos grasos (FAME). Los extractos se
derivatizaron segun las normas ISO 5508 (2 edicién, 1990) e ISO 5509 (2 edicién, 2000),
(Animal and Vegetable Fats and Oils—Preparation of Methyl Esters of Fatty Acids), de la
siguiente manera: aproximadamente 100 mg de los extractos de café se mezclaron con 5
mL del complejo de trifluoruro de boro al 20% en metanol; cada una de las mezclas se
calenté a 80 °C durante 30 min con agitacion magnética. Reposadas las mezclas se
procedié a realizar la extraccion de los ésteres metilicos de los AG con 3 mL de isooctano
y 30 mL de una solucién de cloruro de sodio al 30%. De la fase organica se tomaron 0.5
mL y se inyectaron 2 pyL de la solucion al cromatégrafo de gases, para su respectivo
analisis.
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3.10.2 Dilucion de los extractos SFE. Alicuotas de cada extracto SFE de café (20 pL)

se disolvieron en diclorometano hasta un volumen final de 1 mL.

3.10.3. Sililacién de los extractos de café. Para un mejor analisis por GC-MS de los
extractos de café se realiz6 una derivatizacion de los compuestos presentes. 20 yL de
muestra se mezclaron con 100 uL de piridina y 100 yL de agente derivatizante, bis-
trimetilsililtrifluoroacetamida (BSTFA). La reaccion se calenté a 80 °C por 30 min.
Posteriormente se llevdé a cabo una extraccion liquido-liquido usando agua vy
diclorometano, repitiendo el lavado con agua para eliminar la piridina. La fase organica se

concentré hasta 1 mL con una corriente de nitrogeno.

3.10.4 Extraccion de la fraccién insaponificable. Para liberar la fraccion
insaponificable de la matriz oleosa del extracto SFE se realizdé una hidrdlisis basica con
una solucién metandlica de hidréxido de potasio (0.5 M). Se saponificaron 300 mg de
cada aceite de café con 0.5 mL de la solucién durante 30 min a 80°C y agitacién
constante. Luego, se llevé a cabo una extraccion liquido-liquido usando 12 mL de agua
milliQ y 10 mL de hexano. El lavado con hexano se repiti6 tres veces y finalmente la fase

organica se concentré hasta 1 mL con una corriente de nitrégeno.

3.11 ANALISIS CROMATOGRAFICO

3.11.1 Cromatografia de gases acoplada a un detector de ionizaciéon en llama (GC-
FID). Para la determinacion de los ésteres metilicos de los AG (Numeral 3.10.1) se
empled un cromatografo GC Agilent Technologies 6890A Series | (Figura 18), equipado
con un inyector split/splitless (250°C, relacién Split 1:30) y un detector de ionizacion en
llama (FID) (250°C). Se us6 una columna capilar apolar, DB-23 de 60 m x 0.25 mm, D.I. x
0.25 ym, d¢ con fase estacionaria de (50%-Cianopropil)-metilpolisiloxano. El gas de
arrastre fue helio. Las velocidades de flujos de gases de combustion en el FID, i.e., el aire
y el hidrégeno, se mantuvieron a 300 y 30 mL/ min, respectivamente; el gas auxiliar fue

nitrégeno, a 30 mL/min.
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Figura 18. Cromatégrafo de gases de alta resolucion Agilent Technologies 7890A, con

detector de ionizacion en llama FID.

3.11.2 Cromatografia de gases acoplada a un detector selectivo de masas (GC-MS).
El analisis cualitativo de los extractos SFE de café y fracciones insaponificables descritos
en las secciones 3.10.2, 3.10.3 y 3.10.4, se llevdé a cabo en un equipo GC Agilent
Technologies 6890N Plus (HP, Palo Alto, California, EE.UU.), acoplado a un detector
selectivo de masas Agilent Technologies MSD 5973 (Figura 19), equipado con un puerto
de inyeccion split/splitless (1:30) e inyector automatico Agilent 7863. Se usé una columna
capilar de silice fundida, DB-5MS de 60 m x 0.25 mm, D.l., recubierta con una fase
estacionaria de 5%-fenil-poli(metilsiloxano) de 0.25 ym de grosor (df). El gas de arrastre
fue helio (99.9995%, Aga Fano, S.A.), con una velocidad lineal de 35 cm s™. La
temperatura del horno fue programada de 45°C (5 min) hasta 150°C (2 min) @ 4°C min™,
luego, hasta 250°C (5 min) @ 5°C min™". Los espectros de masas fueron obtenidos por
impacto de electrones con energia de 70 eV; las temperaturas de la camara de ionizacién
y de la linea de transferencia se mantuvieron a 230 y 280°C. Espectros de masas y
corrientes ionicas reconstruidas (TIC) se obtuvieron en un cuadrupolo, por medio de
barrido automatico de frecuencia (full scan), a 4.75 scan s, en el rango de masas m/z 40-
600.
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Figura 19. Cromatografo de gases de alta resolucion Agilent Technologies 6890N Plus,

con detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD 5973.

3.12 EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

La capacidad antioxidante de los aceites de café, de las sustancias de referencia y las
sustancias control (Trolox®, acido linoleico, cafeina, BHA, BHT, vitamina E y acido caféico)
se realizd con base en el procedimiento descrito por Re et al. (1999) [91] con algunas
modificaciones efectuadas por Ozgen et al. (2006) [92]. Este método se basa en la
disminucion de la absorbancia del cation-radical ABTS™ (color azul-verdoso) con la
adicion de sustancias posiblemente antioxidantes. Para el monitoreo de la absorbancia se
utilizé espectroscopia VIS a 750 nm, en un lector de microplacas de 96 pozos

(espectrofotdmetro Modulus™ I, microplate reader), (Figura 20).

Figura 20. Espectrofotometro Modulus™ IlI, microplate reader, 645 N. Turner Biosystems,
North Mary Avenue, Sunnyvale, CA, EE.UU.
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Se prepard una solucion stock del cation-radical ABTS™, mezclando una solucion del
acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin)-6-sulféonico (ABTS) (7 mM) con persulfato de
potasio (PDS) (2.45 mM) (Esquema 1).

O OH

o] <
||/OH ND\ 7 ﬁ § i
! / /
o= S N— S/O © o= s N AP
C[ = R, e C[ — i
N

ABTS ABTS*

Esquema 1. Generacion del cation-radical ABTS™.

La mezcla se dejé reaccionar a oscuridad y temperatura de 4°C, durante 24 h;
seguidamente se ajustd la absorbancia hasta 0.700 (+ 0.02). La respuesta de las
sustancias se evalu6 como porcentaje de absorbancia del cation-radical ABTS™,

calculandose de acuerdo con la Ecuacion 1:

&l
inhleloln de Absorbanola j regam (%)= (1 - 2= %100
Donde:
Ao: es la absorbancia del cation-radical ABTS™ 'sin inhibir (blanco);
Af. es la absorbancia del cation-radical ABTS™ determinada después de la adicion del

posible antioxidante.

Se prepararon soluciones de las sustancias a evaluar tales que la adiciéon de 10 uL de
éstas a 200 pL de solucion de ABTS™, resultara en una inhibicion entre el 20 — 80 %. Se
determind la capacidad antioxidante equivalente al Trolox® (TEAC — mmol de
Trolox®/mmol de sustancia) y la actividad antioxidante total (TAA — mmol de Trolox®/kg de
extracto SFE). Para ello se utilizé la relacion entre las concentraciones inhibitorias al 50%
(ICso) de Trolox® [93]. Todos los ensayos se realizaron por triplicado para las sustancias

de referencia y control, y duplicado para los extractos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 TOSTION DE LAS MUESTRAS DE CAFE

Las muestras de cada tipo de café fueron divididas en 3 lotes debido a que la capacidad
de la maquina tostadora es de 3 kg, y su cantidad difiere entre si, como consecuencia de
la pérdida de peso que sufren los granos durante la tostién, por la evaporacién de agua y

compuestos organicos volatiles, tales como acido acético [6] (Tabla 5).

Tabla 5. Temperatura de los granos de café durante la tostion.

Tipo de café Cantidad, Temp. inicial, Temp. final, Tiempo,
kg °C °C min
Semitostado 2.33 213 164 10
Catacion 1.43 215 185 11.12
Consumo 2.83 211 185 20.88

Durante la tostion de los granos el café se genera pérdida de peso, reduccion de la
densidad y cambio de color, siendo este ultimo, el parametro mas usado para describir el
nivel de tostién [22], y el empleado en este caso. La curva de temperatura de los granos
de café durante el proceso se muestra en la Figura 21.
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Figura 21. Curva de temperatura de los granos de café durante la tostion.
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4.2 MEDICION DEL COLOR DE LAS MUESTRAS DE CAFE

El valor de la luminosidad (L*) de los granos de café fue el Unico parametro medido de la
escala CIELab, ya que, generalmente, la coloracion de los granos de café esta
determinada por el valor de su luminosidad. Solo al café verde se le miden los tres

parametros (a*, b* y L*). La coloracion de las cuatro muestras se indica en la Tabla 6.

Tabla 6. Coloracion de las muestras de café.

Café Tipo L*
Verde 68.0
Semitostado 44.0
Catacion 23.9
Consumo 17.6

4.3 MOLIENDA DEL CAFE

Las muestras se dividieron, para ser molidas, como consecuencia de que los granos de
café, tipo verde, y de café, tipo semitostado, son muy duros y rigidos, lo que impide su
molienda en un equipo normal. El tamano de particula de las muestras de cafe, tipo
consumo Yy tipo catacion, fue de 500-700 um, y las de café, tipo semitostado y tipo verde
fue de 500-850 um.
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4.4 EVALUACION DE LAS CONDICIONES DE EXTRACCION DE ACEITE DE CAFE
POR SFE

Los resultados del disefio experimental factorial 2° se encuentran en la Tabla 7.

Tabla 7. Resultados del disefio experimental factorial 2°.

N° de Presion, Temperatura, Grado de Rendimiento,
Experimento bar °C tostioén, L* %
1 300 48 44.0 1.04
2 420 48 44.0 1.70
3 300 68 44.0 1.18
4 420 68 44.0 2.80
5 300 48 17.6 2.40
6 420 48 17.6 4.11
7 300 68 17.6 1.62
8 420 68 17.6 4.79
9 360 58 23.9 2.30
10 360 58 23.9 2.32
11 360 58 23.9 2.43

El ANOVA, aplicado al disefio experimental realizado, evidencié que los factores y sus
posibles combinaciones binarias son significativos y que, por ende, poseen alta influencia

sobre el rendimiento del aceite de café obtenido por SFE-CO, (Tabla 8).
El valor critico del parametro F para 1 y 2 grados de libertad, con una probabilidad del 95
%, es de 18.513. El error experimental calculado a partir de las réplicas en el centro del

cubo es de 0.00466.

Tabla 8. Resultados ANOVA del disefio experimental 2°.

Efecto Valor Suma de cuadrados F
p 1.787 6.3867380 1369.66
t 0.286 0.1630205 34.96
g 1.548 4.7926080 1027.79
pt 0.606 0.7344720 157.51
pPg 0.654 0.8554320 183.45
tg -0.336 0.2251205 48.28
ptg 0.125 0.0310005 6.65

p: Presion, t: Temperatura, g: Grado tostion.
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Como se aprecia en la Tabla 8, la presion y el grado de tostacién son las condiciones que
mas influyen en el rendimiento del extracto, de manera que el modelo polinémico, que se

ajusta a los datos experimentales, esta definido principalmente por estos dos factores.

En la Tabla 9 se presentan las ecuaciones evaluadas para validar el proceso de

extraccion por SFE, los valores del R? estadistico ajustado y el RMSEC.

Tabla 9. Modelos polindmicos obtenidos para optimizacion.

N° Ecuacion R? ajustado RMSEC
1 Y = b, + byA + b,C + bzAB + by AC + bsBC 0.79 0.61
2 Y = b, + byA + b,C + bzAB + b ,AC 0.88 0.47
3 Y = by + bsA + b,C + bsAC 0.91 0.40
4 Y = b, + bsA + b,C + bsAC + byA? 0.98 0.35

A: Presion (bar), B: Temperatura (°C) y C: Grado de tostion (L*).

El modelo 4 es el que se ajusta mejor a los datos experimentales. En la Tabla 10 se

observan los coeficientes de la ecuacion de regresion del modelo.

Tabla 10. Coeficientes de la ecuacién del modelo ajustado.

Variable Coeficiente
A: presion, bar 1.046
C: grado de tostion, L* -0.500
AC -0.238
AA 0.326
By, constante 2.163

Por consiguiente, la ecuacion del modelo ajustado es:
y = 2.459 + 1.046A — 0.500C — 0.238AC + 0.326 A?

Con base en los resultados del disefo experimental, las condiciones bajo las cuales se

obtiene el mayor rendimiento de aceite de café, se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11. Valores o6ptimos de las variables empleadas en el proceso de extraccion por
SFE-CO, del aceite de café.

Variables Especificaciones
Presién 450 bar
Grado tostion 16.98 (L)

Con el fin de evaluar las diferencias en la capacidad antioxidante y en la composicién de
cuatro muestras de café segun el nivel de tostidn, se utilizé la condicién de presiéon de 450
bar para la extraccion de aceite de café, tipo verde, tipo semitostado, tipo catacion y tipo

consumo.

4.5 RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS DE CAFE OBTENIDOS POR SFE

Los extractos (aceites) se obtuvieron por SFE bajo las condiciones descritas en el
Numeral 3.9 (Figura 22). El rendimiento de extraccion de los aceites de café se calculo
con base en el peso de café molido. Para poder efectuar una extraccién homogénea de
todas las muestras, se establecié que la altura de éstas en el cilindro portamuestra fuera
la misma. Para ello, fue necesario emplear diferentes cantidades de éstas, ya que el café
durante el proceso de tostion pierde peso, pero aumenta de volumen [25]. Los resultados
obtenidos comparados con los encontrados en el disefio experimental, indican que a

pesar de que se observa un aumento, éste no fue tan alto como se esperaria (Tabla 12).

A, B.

Figura 22. Extracto de: A. Café tipo verde, B. Café tipo semitostado, C. Café tipo catacion

y D. café tipo consumo.

55



Tabla 12. Rendimiento de los extractos obtenidos por SFE. Flujo de CO2 de 40 g/min.

Tipo de café Peso café, g Rendimiento, %
Verde 1200 4.6 £0.31
Semitostado 1200 4.8 +0.32
Catacion 700 5.31+0.28
Consumo 700 6.2+043

La Figura 23 muestra la variacion del rendimiento de extracto con el grado de tostion del
café; la mayor cantidad de aceite se obtuvo con el café, tipo consumo, con un rendimiento
del 6.2 %.
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Figura 23. Variacion del rendimiento del aceite de café con el grado de tostion. Flujo de
CO., de 40 g/min.

A mayor nivel de tostion, el rendimiento de extracto de café es mas alto. Esto puede ser
explicado por la estructura fisica de los granos de café [95]. Tres de las muestras fueron
sometidas a diferentes procesos de tostion, pudiendo generar influencia en la cantidad de
extracto obtenido; durante la tostion se disminuye la densidad del grano y se incrementa
su volumen, aumentando, a su vez, el volumen de los microporos del grano. Los cambios
en la microestructura de la matriz de celulosa junto con el aumento de la porosidad [22,

96,97] permitirdn una mayor difusiéon del SC-CO,, y por ende, una mayor transferencia de
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masa que se reflejara en la obtencion de mayor cantidad de extracto. El tamafo de
particula también es un parametro determinante en los procesos de extraccion con SC-
CO, [98]. Un menor tamaro de particula reduce la distancia de difusiéon del disolvente; si
las particulas son demasiado pequefas, pueden dar problemas de canalizacion en el
interior del cilindro de extraccién [94]. Sin embargo, el tamano de particula de las
muestras, a pesar de no ser exactamente el mismo, si se encuentra en un mismo rango
(500-850 um), pudiendo asi, considerar que el tamafio no posee un efecto determinante
en el proceso de extraccion. Los tamafos utilizados se consideraron segun el rango de
regla general (250-2000 um) [94].

La presencia de agua en el material tiene un papel fundamental en la cinética de
transferencia de masa durante la extraccion. La humedad del café es una variable que
pudo tener influencia en los rendimientos obtenidos. En algunos casos, la humedad de la
matriz determina la estructura de la superficie o la actividad de los componentes
presentes en ésta; la humedad alta creara una barrera acuosa que inhibira la difusién del
COg supercritico dentro de la matriz y la difusion del aceite fuera de la misma [99]. Durante
la tostacion, el grano de café pierde humedad, de manera que existe una relacién
inversamente proporcional entre la humedad del grano y la cantidad de aceite obtenido,

siendo mayor para el café, tipo consumo, y menor para el café verde.

4.6 COMPOSICION QUIMICA DE LOS EXTRACTOS DE CAFE

4.6.1 Estudio del perfil de acidos grasos de los aceites de café mediante GC-FID.
El analisis de los AG presentes en las muestras del aceite de café se realizé mediante la
obtencion de sus ésteres metilicos. La composicién de AG de los extractos de café con
diferente nivel de tostién no fue muy variable. Estos resultados concuerdan con lo descrito
por Alves et al. (2003) [100], quienes establecieron, que durante la tostion del café solo

ocurren pequenos cambios en la composicidn de sus acidos grasos (Tabla 13).
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Tabla 13. Perfil de acidos grasos en diferentes muestras de aceite de café.

Cantidad relativa, %

AG Verde Semitostado Cataciobn Consumo
Miristico 0.08 0.07 0.07 0.07
Pentadecanoico 0.03 0.03 0.03 0.03
Palmitico 35.50 35.58 35.55 35.38
Palmitoleico 0.03 0.03 0.03 0.03
Heptadecanoico 0.11 0.11 0.12 0.11
Estearico 6.82 7.47 7.27 6.85
Oleico 7.29 7.49 7.73 7.47
Linoleico 43.97 43.02 43.11 44 .18
Linolénico 1.45 1.42 1.33 1.41
Araquidico 2.62 3.22 2.7 2.49
Eicosenoico 0.33 0.39 0.36 0.33
Eicosadienoico 0.05 0.06 0.05 0.05
Heneicosanoico 0.06 0.08 0.07 0.06
Behénico 0.68 0.65 0.62 0.55
Tricosanoico 0.09 0.10 0.10 0.12
Lignocérico 0.25 0.32 0.25 0.26

Los &cidos linoleico y palmitico se encuentran en mayor proporcion, seguidos de los
acidos oleico y estearico, respectivamente. Teniendo en cuenta la importancia de estos
AG para el consumo humano, especialmente, de los &cidos linoleico y linolénico
pertenecientes a la familia w6, se puede considerar su uso en la industria alimenticia.
Estos acidos tienen un papel importante en la modulacién y la prevencién de las
enfermedades del corazon y la inhibicion del cancer a través del sistema inmunoldgico
[101,102].

4.6.2 Estudio de la composicién de los aceites de café mediante GC-MS. Los
extractos se obtuvieron como se describe en el Numeral 2.9. Para el reconocimiento
tentativo de los compuestos presentes en el extracto SFE de café, la mezcla se separé en
columna cromatografica en sus componentes principales, obteniéndose las corrientes
idnicas totales (TIC) para cada uno de los aceites. Ya que la etapa de preparacion de la
muestra es crucial en el analisis composicional, se realizaron variaciones de ésta
(Numeral 3.10), con el propésito de mejorar la separacion y la deteccion de los

principales compuestos presentes en los extractos. En la Figura 24 se aprecian los
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perfiles cromatograficos del aceite de café, tipo consumo, segun la preparacion de la

muestra empleada.

En la inyeccion directa de la solucidon del aceite en disolvente (Figura 24, A), se observa
asimetria de algunos picos y un aumento de la linea base del cromatograma. Tales
problemas pueden ser solucionados mediante la derivatizacién del aceite, que genera
compuestos mas volatiles y mas facilmente detectables, en este caso, se derivatizé con
bis-(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA), generando los trimetilsililicos (TMS) derivados
correspondientes. En general, se observa una mejoria en la resolucion y eficiencia de los

picos al realizar dicho proceso (Figura 24, B).

La saponificacion del aceite permite liberar su fraccidon no saponificable. Al disminuir la
cantidad de posibles compuestos a separar, se observa una variacion en la diferenciaciéon
de picos en el cromatograma (Figura 24, C), y la aparicion de varios picos con el area
cromatografica pequefa. El proceso de saponificacion puede ayudar para diferenciar
ciertos compuestos, ya que disminuye las interferencias. Sin embargo, debido a que el
porcentaje de recuperaciéon de los compuestos es bajo, luego de realizar la saponificacion,
extraccion y posterior derivatizacion, es dificil hacer una identificacion tentativa correcta

de los diferentes compuestos; se presenta ademas la superposicion de los picos.

Se realizé un analisis tentativo de los compuestos presentes en concentraciones mayores
de 0.1%, tomando como criterio la comparacion de sus espectros de masas (El, 70 eV);
para algunos compuestos. Para ello se usé el programa del sistema de datos
MSChemsStation (Versién D.02.00.275). Con las bases de datos ADAMS, Wiley138K y
NIST 2002. Algunos espectros se compararon con los reportados en la literatura [39-52,

103]. Se propusieron posibles rutas de fragmentacién para cada uno.

Durante las extracciones del aceite de café verde y de los aceites de café tostado
(semitostado, catacién y consumo), se obtuvieron compuestos como la cafeina y AG
(Numeral 4.6.1), y se propone la posiblemente presencia de los diterpenos kahweol y
cafestol, ademas de productos de su degradacion. El reconocimiento tentativo de los

picos registrados en cantidad relativa mayor de 0.1% se reporta en la Tabla 14. En la
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Figuras 25-28 aparecen los cromatogramas de los extractos SFE; los picos no

numerados corresponden a acidos grasos (AG).

R O S X

Figura 24. Cromatograma (corriente idnica total) de extractos SFE de café, tipo consumo,
analizado por GC-MS. A. Aceite de café diluido en diclorometano; B. Derivados TMS de

compuestos presentes en el aceite; C. Derivados TMS de compuestos en la fracciéon no

saponificable.
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Figura 25. Cromatograma tipico del extracto SFE (450 bar, 68 °C) de café, tipo verde.
Columna DB-5MS (60 m). Detector selectivo de masas (El, 70 eV). La identificacion de los

picos se reporta en la Tabla 14.
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Figura 26. Cromatograma tipico del extracto SFE (450 bar, 68 °C) de café, tipo

semitostado. Columna DB-5MS (60 m). Detector selectivo de masas (El, 70 eV). La

identificacion de los picos se reporta en la Tabla 14.
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Figura 27. Cromatograma tipico del extracto SFE (450 bar, 68 °C) de café, tipo catacion.
Columna DB-5MS (60 m). Detector selectivo de masas (El, 70 eV). La identificacién de los

picos se reporta en la Tabla 14.
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Figura 28. Cromatograma tipico del extracto SFE (450 bar, 68 °C) de café, tipo consumo.
Columna DB-5MS (60 m). Detector selectivo de masas (El, 70 eV). La identificacion de los

picos se reporta en la Tabla 14.
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Figura 29. Variacion de la cantidad relativa, (%) de la cafeina en los aceites de café, con

diferentes grados de tostién, extraidos con SC-CO..

La cantidad de la cafeina extraida es mucho mas alta en el café verde que en los
extractos de café que fue tostado (Figura 29). Este incremento posiblemente se debe a
que durante la extraccion con SC-CO, el agua, presente en los granos de café, puede
actuar como “co-solvente”, incrementando asi la extraccién de ciertos componentes, como
la cafeina, en una matriz con alta humedad como lo es el café verde [104]. Peker y
colaboradores mostraron un incremento en la cantidad de cafeina extraida en granos de
café con mayor proporcion de agua [105-105]; en el caso de los cafés tostados
(semitostado, catacion y consumo), se aprecia un aumento en la cafeina extraida con la
tostion, es decir, cuando hay menos humedad en el grano, pero esta variacion
probablemente se deba al mayor tamafio de poro que permitira un mayor rendimiento,

(penetracion del fluido), y, por ende, una mayor cantidad de cafeina extraida.
En la Figura 30, se presenta el espectro de masas propuesto para el dehidrocafestol. Las

posibles rutas de ionizacion disociativa, por impacto de electrones a 70 eV, se observan

en el Esquema 2.
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Figura 30. Espectro de masas del dehidrocafestol. El, 70 eV.

El ion molecular, M*, que aparece en m/z 298 (100%), siendo, a su vez, el ion pico de
base, sufriria la pérdida de CHj;" para formar el ion en m/z 283 (11%). Posteriormente, con
la salida de una molécula de agua se genera el ion (M-CH3-H,0)*, en m/z 265 (1%). La
fragmentacion del anillo podria darse mediante las rupturas 1 y 2; la primera, generaria el
ion en m/z 148 (18%), este fragmento, por eliminacién de un radical alquilico (CH3") y
reordenamiento molecular producira el ion-fragmento en m/z 133 (20%), que por pérdida
de CO y C,H,, eliminaciones que suelen ser muy comunes en compuestos con nucleos
aromaticos, originaria los iones en m/z 105 (12%) y m/z 107 (12%), respectivamente.
Ademas, estos dos, por pérdida sucesiva de moléculas de C,H, generian los fragmentos

en m/z 77 (14%) y m/z 79 (13%), tipicos de anillos arématicos.

En la Figura 31 se presenta el espectro de masas que corresponderia al dehidrokahweol.
Las rutas de ionizacion disociativa, por impacto de electrones a 70 eV propuestos, se
observan en el Esquema 3. El ion molecular, M*, en m/z 296 (38%), presentaria la
pérdida de un radical alquilico CH3®, con formacion de un catién (M-CH3)" en m/z 281
(5%); a partir de éste, por eliminacion de una molécula de agua, se obtiene el ion en m/z
263 (5%).
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Esquema 2. Posibles rutas de fragmentacion para el dehidrocafestol.
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CH,OH
CHs T -H,0
— —> m/z 265 (1%)

m/z 283 (11%)

La ruptura 1 del anillo kaurénico conduce a la formacion del ion m/z 146 (57%), que, por
pérdida del CH;* o mediante la ruptura 2, elimina un hidrégeno a través del
reordenamiento molecular, asi surge el ion pico de base en m/z 131 (100%); éste
generaria por la salida de CO del ion en m/z 103 (3%). Asi mismo, la eliminacion
consecutiva de grupos C;H, y C,H4 conduce a los iones en m/z 105 (56%) y m/z 77
(10%). El ion-fragmento m/z 131 decae generando a C;H;" (m/z 91), con una intensidad
de un 20%. La ruptura 1 del anillo, como lo reportan y proponen Lecker et al. (1995) [44],
proporcionaria origen del ion en m/z 145 (56%), que, junto con los iones en m/z 146 y m/z
131, confirmarian la presencia del doble enlace en los carbonos C1-C2, caracteristico del

kahweol y sus analogos.
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Figura 31. Espectro de masas del dehidrokahweol. El, 70 eV.

Existen dos opciones en cuanto a la ubicacién de doble enlace propio del dehidrocafestol
y dehidrokahweol; una, entre los carbonos C15-C16, y otra, entre los carbonos C13-C16
(Figura 32). Dado que la formacion de un carbono terciario (C13) implica mayor
estabilidad del estado de transicion, el doble enlace se formaria preferiblemente entre
C13-C16, y en menor proporcion el doble enlace estaria entre C15-C16, ya que C15 es un
carbono secundario. Segun esto, los picos corresponderian a mezclas de 13,16-
dehidrocafestol, 15,16-dehidrocafestol, 13,16-dehidrokahweol y 15,16-dehidrokahweol,
estos compuestos tendrian las mismas pérdidas e iones caracteristicos, asi como rutas de
ionizacion disociativa, por lo que mediante la metodologia usada no seria posible

distinguir estos isomeros.

Es necesario tener en cuenta que estos diterpenos, en su forma libre, ocurren en pequena
proporcion en el café y que, por ello, su determinaciéon requiere un método de limpieza
(clean-up), concentracion y analisis diferente al utilizado en este trabajo [41]; por lo que es
de suponer que los compuestos presentes en los extractos estarian en su mayoria

esterificados con acidos grasos (Figura 33), preferiblemente, aquellos que se
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encontrasen en una mayor cantidad en el extracto, en este caso, probablemente con

acido linoleico o palmitico (Numeral 4.6.1).

Esquema 3. Posibles rutas de fragmentacion para el dehidrokahweol.

H Q \;
i ‘CzH4 —CHZCO

m/z 159 (6%)
+ H2

m/z 131 (100%) m/z 91 (13%)

“CH,
/ l Csz CO
(2)
AN

m/z 103 (3%)
m/z 105 (8%)
m/z 146 (57%)
l CoHs

(2)
0,
m/z 296 (38%) m/z 77 (10%)
(2) *
—
-H o

—

m/z 145 (56%)

CH,0H
+
CH -H,O
> —> m/z 263 (5%)

fe) A
= m/z 281 (5%)

A pesar de ello, los espectros de masas (e.g., Figura 30 y 31) mostrarian diterpenos no
esterificados, siendo asi, probable que se hubiera presentado la fragmentacion del AG
que se encontraria unido a uno de los oxigenos de los diterpenos, o por otro lado, la facil
deshidratacion de estos posibles alcoholes diterpénicos; es por ello, que los iones de
mayor masa molecular registrados serian los iones-fragmentos (M-H,O)™ o iones-
fragmento resultantes de la salida del AG y de agua. En general, se podria afirmar
también que, posiblemente, los iones moleculares de algunos de los compuestos
presentes podrian poseer una alta labilidad, un tiempo de vida muy corto (<10° s) o sus
caracteristicas estructurales no les permitirian una deslocalizacién adecuada de la carga,
de modo que no serian registrados en el espectro de masas (El, 70 eV). La ionizacién

quimica seria la técnica que podria aclarar esta duda.
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Figura 32. Estructura molecular y algunos iones principales del A. 15,16-Dehidrokahweol;
B. 15,16-Dehidrocafestol.

No obstante, Speer et al. (2006) [29], proponen que en el analisis por GC-MS la
temperatura de inyeccién, que en nuestro caso fue 250 °C, puede ocasionar degradacion
de los diterpenos; los autores explican asi la variacion de sus resultados con respecto a
los de Guerrero et al. (2004) [103]. La descomposicion térmica no generaria
probablemente la formacion del ion molecular de los alcoholes. Asimismo, Kélling-Speer
et al. [107] exponen, que las condiciones de analisis por GC en la fraccion insaponificable
del café verde sin sililar, pueden favorecer la degradacion de los diterpenos presentes, lo
que ocasionara la aparicién de productos que Unicamente se encuentran en cafés

tostados, es decir, compuestos que se generan en el proceso de tostion.

En los cuatro tipos de extractos, se observa que los espectros de masas de ciertos
compuestos son casi idénticos (formacién de los mismos iones-fragmentos) pero se notan
diferencias cuantitativas de las sefales de los iones caracteristicos. Esta variacion de las
intensidades podria deberse a pequeios cambios estructurales e isomerias de posicién,
geomeétrica o estereoisomeria. A saber: los compuestos 4, 5, 6 (dehidrokahweol) y 7, 8, 9
(dehidrocafestol) presentan diferentes tiempos de retenciéon y variacion en su cantidad
relativa, siendo esta ultima mayor las de los compuestos 4 y 7 (Tabla 14), cuyos

espectros de masas se ilustran en las Figuras 30 y 31.
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Figura 33. Estructura de A. Palmitato de kahweol; B. Palmitato de cafestol.

Con el fin de conocer si existe esterificacion en los compuestos, se recurrié a la formacion
de los TMS derivados de los posibles diterpenos presentes en los aceites. En el caso de
que haya presente un grupo OH libre; el reemplazo de su hidrégeno, generara un
compuesto de la forma R-O-[Si(CHs)s]*, que se reconoce por la pérdida caracteristica de

73 uma.

En la Figura 34 aparece un cromatograma tipico del aceite de café tipo catacién sililado.
Como ya se menciond anteriormente, los compuestos 4, 5, 6 (dehidrokahweol) y 7, 8, 9
(dehidrocafestol) presentan entre si espectros de masas bastante similares, y no se
presentan cambios considerables en comparacion con los espectros de masas de los
compuestos obtenidos en el analisis del aceite unicamente diluido. Esto permite presumir
que los compuestos no contendrian grupos funcionales con hidrogenos activos libres que
pudieran ser reemplazados por el grupo silil. A modo de ejemplo, en la Figura 35 se
muestran los espectros de masas de los compuestos 4 y 7; iones en i.e. m/z 131, m/z
146, m/z 281 y m/z 296 serian caracteristicos para el dehidrokahweol, i.e. m/z 133, m/z
148, m/z 283 y m/z 298 para el dehidrocafestol, demostrando la gran similitud con los

espectros de las Figuras 30y 31.
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Figura 34. Cromatograma tipico del extracto SFE de café tipo catacién sililado. Columna
DB-5MS (60 m). Detector selectivo de masas (El, 70 eV).

En extractos de café consumo y café catacion sililados, se reconocié tentativamente el
11,12-isokahweol (compuesto 11). En la Figura 36 se presenta su espectro de masas,
junto con sus posibles rutas de ionizacion disociativa por impacto de electrones a 70 eV
en el Esquema 4. A partir de su ion molecular, M*, en m/z 312 (100%), el 11,12-
isokahweol presentaria la pérdida de una molécula de agua dando el ion m/z 294 (28%),
la salida del radical alquilico metilo y la pérdida del hidroximetileno generaria los iones
(M—CHz3)" en m/z 297 (8%) y (M—CH,OH)" en m/z 281 (24%). La ruptura alilica 1 permitiria
la obtencion del ion-fragmento m/z 161 (13%) que posteriormente por eliminacién de una
molécula de etileno llevaria al ion-fragmento en m/z 133 (25%) y que a su vez generaria el
ion tropilio m/z 91 (76%) como resultado de la pérdida de *CH,OH; asi mismo el ion en
m/z 147 (22%) se formaria por la ruptura a (ruptura 2), daria por pérdida del *CH,OH al
ion-fragmento en m/z 105 (15%) y por salida de etileno al ion en m/z 119 (15%). La salida

de CO a partir de este ultimo llevaria nuevamente a la formacion del ion en m/z 91 (76%).
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Figura 35. Espectros de masas de compuestos en extractos de café tostado sililados. A.

Compuesto 4 (dehidrokahweol); B. Compuesto 7 (dehidrocafestol). El, 70 eV.
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Figura 36. Espectro de masas del 11,12-isokahweol. El, 70 eV.
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Esquema 4. Posibles rutas de fragmentacion propuestas para el 11,12-isokahweol.
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El analisis de la fraccion insaponificable de aceite de café verde y tostado mostraria la
aparicion de productos de degradacion en la fraccion diterpénica del café tostado. En los
cromatogramas (Figura 37), se pueden observar los compuestos de los picos 4, 7, 12, 13,
14, 15 forman parte de la fraccion diterpénica. Los compuestos 12-15 son comunes para
los dos extractos de café; al igual que las sustancias B-tocoferol (17), vitamina E (18),
campesterol (19) y estigmasterol (20). Ha sido reportado que la cantidad de estigmasterol
en aceite de café tostado es mayor que la cantidad de campesterol [108].

Experimentalmente se observd que en los aceites prima el estigmasterol, con cantidades
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relativas de 6.55 % en café consumo y 2.98% en café verde. El campesterol es superior

en el café verde (1.68%).

a4 7 A
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Figura 37. Fragmentos de cromatogramas de la fraccion insaponificable de: A. Aceite de

café, tipo consumo; B. Aceite de café, tipo verde.

La cantidad de vitamina E es mayor en café verde y la cantidad de B-tocoferol es mayor
en café tostado (Figura 38); resultados que estan de acuerdo con lo reportado por Alves
et al. (2009), Kolling-Speer et al. (2006), Ogawa et al. (1989), y Aoyama et al. (1988) [55,
109-111]. La mayor cantidad corresponde al B-tocoferol, que por estar en mayor cantidad

es el Unico que se alcanza a registrar mediante el analisis por GC-MS.
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Figura 38. Cantidades relativas, (%) de p-tocoferol, vitamina E, campesterol y

estigmasterol en extractos SFE de cafés, verde y tostado.

El espectro de masas del compuesto 13 (16-O-Isobutilcafestol) se observa en la Figura
39. Las rutas de ionizacién propuestas para la disociativa por impacto de electrones a 70
eV, se encuentran en el Esquema 5.
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Figura 39. Espectro de masas del 16-O-isobutilcafestol. El, 70 eV.
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Esquema 5. Posibles rutas de fragmentacion para el 16-O-isobutilcafestol.
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El 16-O-isobutilcafestol tendria como ion molecular, M™, en m/z 372 (77%). La ruptura del

enlace C-O implicaria la pérdida de C4H;0,0, dando el ion-fragmento en m/z 298 (5%) que

por pérdida de 31 uma equivalentes a CH,OH formaria el ion en m/z 267 (7%), y por la
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posterior eliminacién del hidrégeno (H2) generaria el ion en m/z 265 (25%). La pérdida de
CHj3® daria el ion en m/z 357 (19%); a partir de éste por ruptura del enlace a del atomo de
oxigeno se tendria en m/z 314 (4%) y por ruptura del enlace C-O y salida de un hidrégeno
el ion en m/z 283 (8%), que luego con la eliminacion de H, generaria el ion en m/z 281
(25%). La fragmentacion en a permitiria la salida de un hidroximetileno (M-31)" de modo
que se tendria el ion en m/z 341 (7%). La pérdida de C4H,O daria seguidamente el ion-
fragmento en m/z 267 (7%), que con la salida de H; daria el ion en m/z 265 (25%). Por
otro lado la ruptura 1 generaria los iones en m/z 148 (26%), m/z 147 (57%), que a su vez
darian origen a en m/z 133 (63%), y finalmente al ion tropilio m/z 91 (71%). Es necesario
considerar igualmente que el cation alquilico (C4Hs)*, que es el ion pico de base en m/z 55
(100%), mostraria el fragmento alquilico del éter, junto con el ion-fragmento en m/z 73

(57%) que corresponderia a (C4HgO)".
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ol ) |.|.| .|.II.. 2.?6 AT |.

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 m/z

Figura 40. Espectro de masas del 16-O-isobutilkahweol. El, 70 eV.
El espectro de masas del compuesto 16-O-isobutilkahweol se indica en la Figura 40, y las

rutas propuestas para la ionizacion disociativa por impacto de electrones a 70 eV

aparecen en el Esquema 6. El 16-O-isobutilkahweol presenta su ion molecular, M™, en
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m/z 370 (13%), el cual por salida de un radical alquilico (CH5"), generaria la formacion del

catiéon en m/z 355 (7%), que al perder *C4H+,O daria el ion-fragmento en m/z 281 (22%).

De la misma forma, la salida de *C4H4,0 a partir del idn molecular formaria el fragmento

de baja intensidad (5%) en m/z 296. Las rupturas a y B con respecto al oxigeno del grupo

éter llevarian a la formacion de los iones en m/z 55 (67%) y m/z 43 (58%), es decir, los

cationes resultantes de la pérdida de la cadena lateral.

Esquema 6. Posibles rutas de fragmentacion para el 16-O-isokahweol.
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Por medio de la ruptura 1, la eliminacién de CH;® y un reordenamiento molecular, se
generarian los iones en m/z 146 (61%) y en m/z 131 (100%). La existencia de estos dos
iones-fragmento y mas aun el hecho de que el ion pico de base sea en m/z 131,
estableceria la existencia de la insaturacion entre los carbonos C1-C2. Asi mismo, la
ruptura 1 generaria los fragmentos en m/z 145 y m/z 117, cada uno con intensidades de

44% y 26%, correspondientemente.

En la Figura 41 se presenta el espectro de masas del cafestol (compuesto 15). Las rutas
de ionizacidn disociativa por impacto de electrones a 70 eV que se proponen, se observan
en el Esquema 7. El ion molecular, M*, del cafestol seria el mismo ion pico de base en
m/z 316 (100%), las rupturas 1 y 2 formarian los fragmentos en m/z 161 (11%) y m/z 148
(34%), y estos dos fragmentos, luego de la salida de etileno y la pérdida de CH5"; y en
ambos casos a través de un reordenamiento molecular llevarian a el ion en m/z 133

(48%). Este fragmento por pérdida de 42 uma generaria el ion tropilio m/z 91 (62%).
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Figura 41. Espectro de masas del cafestol. El, 70 eV.

El ion molecular experimentaria la pérdida de una molécula de agua, genera el fragmento

en m/z 298 (10%) y éste, por eliminacion de un radical alquilico CH3®*, producira el
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fragmento en m/z 283(12%), que al eliminar una molécula de H,O, formara el ion en m/z
265 (5%).

Esquema 7. Posibles rutas de fragmentacion para el cafestol.
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El espectro de masas que corresponderia al compuesto 14 (kahweol) se muestra en la
Figura 42. Las rutas de ionizacién propuestas para la disociativa por impacto de
electrones a 70 eV se observan en el Esquema 8. El kahweol presentaria su ion pico de
base en m/z 131 (100%). Este fragmento seria generado por las rupturas 1 y 2 del ion
molecular en m/z 314 (38%) que formaria en primera instancia los iones en m/z 159 (4%)
y m/z 146 (58%); éste ultimo podria perder un hidrégeno y dar el cation en m/z 145 (52%).
La salida de una molécula de agua desde el ion molecular daria el fragmento de baja
intensidad en m/z 296 (2%) que por pérdida de CHj" llevaria al ion en m/z 281 (2%) y la

salida nuevamente de una molécula de H,O formaria el fragmento en m/z 263 (4%). Los
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iones en m/z 146 y m/z 131, serian un indicativo de la posible presencia del doble enlace
entre C1-C2. De la misma forma, la deshidratacién de la molécula y la salida de CH,OH
permitirian presumir que el compuesto es un alcohol, concordando asi con la estructura

del kahweol.
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Figura 42. Espectro de masas del kahweol. El, 70 eV.

Cuando se saponifica y posteriormente se derivatizan los extractos (Figura 43) se
encuentran dos compuestos en mayor cantidad (TMS-4, TMS-7); las Figuras 44 y 45
muestran sus espectros de masas. Se propondria que los posibles compuestos que se
presentan en mayor cantidad en los extractos que unicamente fueron saponificados

(compuestos 4 y 7), se encontrarian derivatizados.

A partir de los iones moleculares propuestos, M™, se presenta una pérdida de CHs’, y se
generaran los iones en m/z 355 (26%) y m/z 353 (4%). Los iones en m/z 133 (24%) y m/z
147 (52%), m/z 131 (100%) y m/z 145 (99%) son tipicos y caracterizarian el perfil
diterpénico. Igualmente, se presentan los iones en m/z 91, m/z 105 y m/z 119, en ambos
espectros de masas, lo que muestra la similitud con los espectros obtenidos
experimentalmente para los compuestos no derivatizados (4-9) y con los reportados por
Lecker et al. (1995) [44].
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Esquema 8. Posibles rutas de fragmentacion del kahweol.
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Figura 43. Fragmento del cromatograma de la fraccidon insaponificable sililada del extracto
SFE de café, tipo consumo; compuestos éteres trimetilsiliicos de dehidrokahweol y
dehidrocafestol (TMS-4, TMS-7).

Se propone entonces, que el compuesto TMS-4 corresponderia a la mezcla de los
derivados trimetilsililicos de 13,16-dehidrocafestol, 15,16-dehidrocafestol; de la misma
forma, el TMS-7 a los derivados trimetilsililicos 13,16-dehidrokahweol, 15,16-
dehidrokahweol. Los posibles iones moleculares, M™, en m/z 370 (57%) y m/z 368 (60%)
del éter trimetilsililico de dehidrokahweol y del éter trimetilsililico de dehidrocafestol,
respectivamente, equivalen al incremento de 73 uma del trimetilsilil, es decir, serian
mono-derivados O-TMS. Es entonces notorio en los dos espectros el ion [Si(CHs)s]" en
m/z 73, con un 59% en el TMS-4 y de un 53% en el TMS-7. Si la formacién de derivados
TMS de los compuestos se da Unicamente cuando se saponifica el extracto, se podria
proponer que los compuestos 4-9 serian diterpenos que se encuentrarian esterificados
con distintos AG, razon por la cual, cuando se analizan los extractos per se existiria una
variacién en los tiempos de retencién de dichos compuestos pero no variacion significativa

en sus espectros de masas.
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Figura 44. Posible espectro de masas del éter trimetilsililico de dehidrocafestol. El, 70 eV.
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Figura 45. Posible espectro de masas del éter trimetilsililico de dehidrokahweol. EI, 70
eV.
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Tabla 14. Cantidad relativa, (%) e identificacidon tentativa de los principales compuestos presentes en aceites de café con
diferente grado de tostién, extraidos por SFE-CO, (450 bar, 68 °C).

CANTIDAD RELATIVA, %

No. Ir exp.
Compuesto Café tipo Café tipo Café tipo Café tipo
Pico DB-5
verde semitostado catacioén consumo
1 Cafeina’ 1863 4552 5.8° 7.0° 7.52
2 No identificado - - - 0.4° 0.2°
3 No identificado - - 0.78 1.28 1.3°
" 182
4 Dehidrokahweol 2479 6.5° 23.82 19.82 15.8°
5 Dehidrokahweol II” 2492 5.8° 5.72 3.6° 3.42
6 Dehidrokahweol I1I” 2506 4.72 2.6% 3.7 2.0%
" 15.32
7 Dehidrocafestol 2521 7.6° 22.62 16.9°2
14.0°
8 Dehidrocafestol II” 2533 8.5° 6.42 4.22 4.42
9 Dehidrocafestol III” 2547 11.22 2.12 1.82 1.52
10 No identificado - - 0.4° 0.2°
" 1.7° 1.42
11 11, 12-isokahweol 3209 - -
2.7° tr°
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Continuacién de la Tabla 14.

CANTIDAD RELATIVA, %

No. Ir exp.
Compuesto Café tipo Café tipo Café tipo Café tipo
Pico DB-5
verde semitostado catacion consumo
" 0.72
12 16-O-isobutilkahweol 2310 13.3° 5.7° 9.7° 10.2°
" 0.6°
13 16-O-isobutilcafestol 2343 7 50 1.8° 5.6° 5.9°
14 Kahweol 2377 36.5° 22.3° 15.3° 16.3°
15 Cafestol’ 2414 19.2¢ 22.3° 12.4° 10.1°
16 No identificado - - 0.6° 0.8° 0.9°
17 B-tocoferol - 2.0° 5.3° 3.1° 3.3°
18 Vitamina E - 1.4° 1.9¢ 1.4° 1.5¢
19 Campesterol - 2.3° 7.5° 3.2° 3.4°
20 Estigmasterol - 34° 9.3° 6.1° 6.5°

* Identificado tentativamente por comparacion con bases de datos (ADAMS, Wiley138K y NIST 2002)

**|dentificado tentativamente por proposicion de rutas de fragmentacion y comparacion con literatura

@ Extracto diluido en diclorometano

® Extracto derivatizado (TMS-derivados).

° Fraccion insaponificable

tr:<1%.



4.7 EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS EXTRACTOS DE
CAFE OBTENIDOS MEDIANTE EL METODO ABTS"

La capacidad antioxidante se determiné mediante el método ABTS™ y se expreso en
TEAC (mmol de Trolox® mmol de sustancia) para las sustancias de control: BHA,
vitamina E, 4cido caféico y para las sustancias de referencia: cafeina y acido linoleico. La
capacidad antioxidante de los extractos de café se expresé en TAA (mmol deTrolox® / kg

de extracto).

Las soluciones de trabajo (50-550 uM) de las sustancias de referencia y de control se
prepararon a partir de una solucién stock de 1 mM, y se diluyeron en las microplacas de
96 pozos. La reaccion entre las sustancias evaluadas y los extractos de café con la
solucion del cation-radical ABTS™ se monitore6 cada dos minutos hasta alcanzar un

estado de equilibrio a 25 °C.

La Figura 46 muestra una microplaca de 96 pozos donde se desarrolla la reaccion entre
la solucién del cation-radical ABTS", las sustancias de control, las sustancias de

referencia y el blanco de la medida.

Figura 46. Fotografia de una microplaca de 96 pozos con la reaccion entre el ABTS™, las

sustancias de control y las sustancias de referencia.
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Para calcular el valor TEAC se tomo como base lo descrito por Mufioz en su tesis de
doctorado [93], donde explica que no todas las sustancias poseen un comportamiento
lineal (funcion logaritmica, varias pendientes) y que éste varia segun la cinética de
reaccion. El valor TEAC como la relacion de pendientes dependera del rango de inhibicion
seleccionado y, por tanto no sera un valor sino un rango. Asi, el valor TEAC se calculo

como la relacion entre las concentraciones inhibitorias al 50% (ICso) de Trolox®.

La Figura 47 muestra la capacidad AO del Trolox® medida en el ensayo. Se observa la
relacién lineal entre la concentracion de Trolox® y el porcentaje de inhibicidn del catién-

radical ABTS", indicando su capacidad para atrapar radicales libres.
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60 R?=0.9953
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Concentracion Trolox®, yM

Figura 47. Efecto de la inhibicién de ABTS™ por la adicion de diferentes concentraciones

de Trolox®.

Las muestras control empleadas también poseen curvas lineales de porcentaje de
inhibicion Vs concentracion (Figura 48). Los valores de TEAC obtenidos para las
sustancias control se determinaron a los 30 min, tiempo en el que se alcanzo el estado

estacionario, es decir, condiciones cercanas al equilibrio [112].
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Figura 48. Efecto de la inhibicién de ABTS™ por la adicion de diferentes concentraciones

de BHA y acido caféico.
Las sustancias de referencia, cafeina y acido linoleico presentan menor capacidad

antiradicalaria en comparacién con el antioxidante sintético BHA y el antioxidante natural

acido caféico (Tabla 15).
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Tabla 15. Valores TEAC de las sustancias de referencia y de las sustancias control.

TEAC (ICso Trolox® / ICs, AO)

Sustancia evaluada

ICso Trolox® (uM) TEAC*
Trolox® 41580
BHA 379.86 1.095 + 0.04
Vitamina E 664. 53 0.626 + 0.06
Acido caféico 417.00 0.997 £ 0.03
Cafeina 499,893 8.318x10™ + 0.04
Acido linoleico 499,816 8.319x10" + 0.05

“Valor promedio + desviacién estandar, n = 3 (réplicas)

La capacidad antioxidante de los extractos de café presentd valores de TAA de 10.20 *
0.2, 8.40 £ 0.4, 23.16 £ 0.3, 26.38 + 0.2 para el aceite de café tipo verde, aceite de café
tipo semitostado, aceite de café tipo catacion, y aceite de café tipo consumo,
respectivamente (Tabla 16). Estos resultados en comparacion con los obtenidos por el
antioxidante sintético BHA (6070 + 57) y el antioxidante natural acido caféico (5530 * 69)
indican la baja capacidad antiradicalaria de los extractos de café obtenidos por CO,
supercritico. Esto puede ser atribuido a la ausencia o baja concentraciéon de compuestos
fendlicos, que se encuentran presentes en el café [6] y que a pesar de la modificacion de
las condiciones de extraccion del CO, no se lograron obtener, como consecuencia de la
naturaleza apolar de este disolvente [113]. Los valores de TAA obtenidos para los
extractos se determinaron a los 120 min, tiempo en el que se alcanzé el estado

estacionario.

Teniendo en cuenta que la composicion de los extractos de café con diferente nivel de
tostién presentan alta concentracién de cafeina y acido linoleico, se puede explicar la baja
capacidad antioxidante de éstos. Sin embargo, los extractos exhiben mejores resultados
que las muestras de referencia debido posiblemente a la presencia de compuestos
activos que aun en bajas concentraciones como la vitamina E y el B-tocoferol, o en
sinergia con los compuestos principales [114], pueden lograr un minimo comportamiento

como potenciales antioxidantes.
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Tabla 16. Valores de TAA para las

café.

sustancias de referencia, de control y extractos de

Sustancia evaluada

TAA (mmol deTrolox®/ kg de AO)

Trolox*
BHA 6070 £ 57
Vitamina E 1500 £ 196
Acido caféico 5530 + 69
Cafeina 4.3+0.3
Acido linoleico 3.0+04
Aceite de café, tipo verde 10.2+0.2
Aceite de café, tipo semitostado 84104
Aceite de café, tipo catacién 23.2+0.3
Aceite de café, tipo consumo 264 +0.2

La variacién de la capacidad antioxidante de las muestras segun el grado de tostion

concuerda con lo descrito por Sanchez et al. (2005) [88]. Se puede establecer que hay un

incremento en la capacidad antioxidante en aceites de café provenientes de café con

tostado oscuro, siendo dificil concluir un comportamiento lineal de la actividad bioldgica

con base en el nivel de tostion del café.
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5. CONCLUSIONES

Se determinaron las mejores condiciones de extraccion para obtener altos
rendimientos del aceite de café mediante la técnica SFE, empleando un disefio
experimental factorial 2%, con diferentes niveles de presion, temperatura y grado de
tostion, fijando como condiciones finales una presion de 450 bar y una temperatura

de 68 °C para las cuatro muestras de café con diferentes nivel de tostion.

Los rendimientos del aceite de café variaron segun el grado de tostion de las
muestras, encontrando una relacidon directamente proporcional, un aumento en la
tostién del café aumenta el rendimiento de extracto. EI mayor rendimiento lo
presento el café tipo consumo (6.2%), seguido de café tipo catacion (5.3%). Los
rendimientos de extraccién bajos se observaron para el café tipo semitostado
(4.8%), seguido de café tipo verde (4.6%).

En este trabajo la SFE-CO, a pesar de ser una técnica que posee varias ventajas,
no permiti6 obtener extractos con contenido de compuestos polares, como
polifenoles, a los que se atribuye la capacidad antioxidante del café. La
modificacion de las condiciones del estado supercritico del CO, no fueron
suficientes para que este tipo de compuestos logren solubilizarse en él, debido a

su naturaleza apolar.

La composicion quimica del aceite de café se reconocio tentativamente, a partir de
bases de datos, comparacion con la literatura existente y proposicion de rutas de
fragmentacion. Los compuestos mayoritarios en los extractos SFE de cafés
tostados son los diterpenos dehidrocafestol y dehidrokahweol, con cantidades
relativas de 22.6% y 23.8%, y en café verde la cafeina con una cantidad relativa
de 45.5%.
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Mediante la saponificacion de los extractos fue posible la liberacion de diterpenos
que previamente podian estar esterificados con los acidos grasos presentes, de
modo que fue posible reconocer parte de la fraccion diterpénica no encontrada en
el analisis del aceite diluido; compuestos como el cafestol, kahweol, 16-O-

isobutilcafestol, 16-O-isobutilkahweol pudieron ser distinguidos.

El perfil de acidos grasos de los extractos de café indicd que no existe variacion en
la composicion segun el nivel de tostién. En mayor proporcion se encontraron el
acido linoléico (43.6%), el acido palmitico (35.5%) y el acido oleico (7.5%),

respectivamente.

Se evalud la capacidad antioxidante de las sustancias de control, las sustancias de
referencia y de los cuatro extractos de café con diferente grado de tostion, a través
del método de la decoloracion del cation-radical ABTS™. Se establecié que hay
variacion en la capacidad antioxidante del aceite de café segun el nivel de tostion.
El extracto con mejor actividad fue el aceite de café tipo consumo (TAA 26.38),
seguido del aceite de café tipo catacion (TAA 23.16). La baja capacidad
antioxidante de los extractos de café es debida a la gran cantidad de compuestos
lipidicos, como acidos grasos y diterpenos; permitiendo afirmar que la fraccion

lipidica no contribuye en forma significativa en la capacidad antioxidante del café.
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6. RECOMENDACIONES

Realizar un disefio experimental estableciendo como respuesta no sélo el
rendimiento de aceite sino la variacion de la capacidad antioxidante, observable

que se encuentra directamente relacionado con la composicion de los extractos.

Emplear cosolventes como etanol en la obtencién de los extractos de café con SC-

CO, comparando la composicién quimica de los mismos.

Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos de café utilizando otras
metodologias (ORAC, DPPH, peroxidacion lipidica).
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