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Resumen.

La produccion de café se puede realizar
mediante los procesos humedo, seco y en menor
cantidad semi-humedo; en los que se generan
cantidades significativas de residuos. Con el fin de
aprovecharlos y darles un valor agregado, en este
trabajo se evalud la extraccion de antioxidantes a
partir de los desechos de café (constituidos de
pulpa y piel) provenientes de la region Frailesca
de Villaflores en el Estado de Chiapa. Los residuos
Jueron caracterizados previamente. Se propuso un
disefio factorial 23 Jacitores 2 niveles) para
determinar las mejores condiciones de extraccion
de antioxidantes evaluando su actividad. Estos
compuestos tienen amplias aplicaciones como
aditivos alimentarios, han sido obtenidos de
diversas fuentes vegetales y también son
sintetizados. Los factores estudiados y sus niveles
Jueron: temperatura, 25 y 75 °C; concentracion de
etanol como solvente, 30 y 80%, liempo de
maceracion, 40 y 100 min. Se obtvo mayor
actividad antioxidante a mayores temperaturas y
menor concentracion de etanol y el tiempo no fiie
un factor significativo de acuerdo al ANOVA. El
tratamiento con condiciones de 75 °C, 30 % de
etanol y 40 min mostro la actividad antioxidante
mds alta con un valor de 15702 =+ 0.85
M 44/ Cresiduo seco» donde AA es el equivalente en
dcido ascorbico.

Palabras clave: pulpa de café, diseiio
experimental, antioxidantes.
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1 Introduccion.

La industria del café es un sector clave en la
economia de M¢xico debido a que representa una
fuente de ingresos y creacion de empleo. Chiapas
es el principal productor de dicho producto en el
pais con un 39.7 %, sin embargo durante su
proceso, se generan también toneladas de
subproductos tales como pulpa, mucilago y
cascarilla [1]. La mayoria de estos residuos son
arrojados a vertederos y no se reciclan para otros
fines. Ademas su alta carga organica los hace
altamente contaminantes debido a que requieren
una gran demanda de oxigeno para ser degradados

[2].

Sin embargo la pulpa es esencialmente rica en
azucares, proteinas, minerales, cafeina vy
polifenoles de importancia industrial como el acido
clorogénico, acido cafeico y acido ferulico [3]. Los
compuestos fendlicos antioxidantes, wtilizados
como aditivos alimentarios, reducen la rancidez,
minimizan la produccién de moléculas toxicas de
oxidacion y extienden la vida de anaquel [4].
Sumado a esto se ha demostrado que los
compuestos fendlicos naturales tienen propiedades
antimicrobianas evitando 1la proliferacion de
patdégenos en alimentos, por lo que pueden ser
aplicados como conservadores [5]. Debido a lo
anterior, una extracciéon correcta de estos
compuestos le daria un wvalor agregado a los
residuos generados en ¢l proceso de obtencion de
café.
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La extraccion es el primer paso y el mads
importante en la recuperacién y purificacién de
compuestos bioactivos a partir de materiales
vegetales, por lo que se deben estudiar las mejores
condiciones de extracciéon, siendo recomendable
seguir una metodologia estadistica y no empirica.

Hay pocos estudios referentes a las posibles
aplicaciones para los residuos de pulpa de café. La
mayoria centra sus investigaciones en residuos de
grano tostado y en cascarilla para producir
bioetanol, composta, alimento para animales y
también se han revalorizado para obtener
probioticos, antioxidantes y antimicrobianos [6].

El objetivo de este trabajo es evaluar Ia
actividad antioxidante de los extractos de residuos
de café obtenidos de un disefio factorial y de esta
forma mejorar las condiciones de extraccion. Este
estudio contribuye a la valorizacion de los residuos
de café, aprovechando sus potenciales propiedades
antioxidantes para aplicarse en suplementos
alimenticios o en otros sectores industriales.

2  Materiales y Métodos.

2.1 Materia prima.

Se utilizaron residuos provenientes de una
comunidad de productores de la region Frailesca en
Villaflores, Chiapas. Los residuos, compuestos de
pulpa y piel, fueron secados en estufa durante 24
horas a 60 °C y posteriormente triturados hasta
obtener un tamafio no mayor a 2 mm.

2:2 Caracterizacion de residuos.

Se realiz6 un analisis proximal para caracterizar
los residuos, las muestras se analizaron por
triplicado.

2.2.1 Determinacion de humedad.

El contenido de humedad se determind por
gravimetria. El residuo se almaceno en estufa 4 h a
105 °C, los resultados se expresan en porcentaje de
humedad de acuerdo a la Ecuacion (1).

A—B

Humedad (%) = 100 * Ec. (1)

Donde:

A = Peso de la muestra humeda (g)
B = Peso de la muestra seca (g)

2.2.2 Determinacion de cenizas.
Las cenizas fueron obtenidas por calcinacion de
la muestra en mufla a 600 °C durante 4 horas, los

resultados son expresados en porcentaje de acuerdo
a la Ecuacion 2.

B
Cenizas (%) = 100 * Ec. (2)

Dénde:
B = Peso de la muestra seca (g)
C =Peso de cenizas (g)

2.2.3 Determinacion de Proteinas.

La determinacién de proteina soluble se hizo
por el método de Biuret. Se mezclé 1 mL de la
muestra diluida con 4 mL del reactivo de Biuret
que consiste en sulfato de cobre (0.15 %), tartrato
de sodio y potasio (0.6 %) e hidroxido de sodio
(0.3 %).

La mezcla se dejé en reposo por 30 min a
temperatura ambiente. Se determindé la absorbancia
a una longitud de onda de 540 nm usando albumina
bovina sérica como estandar.

2.2.4 Determinacion de Azacares reductores.

La determinacion de los aziicares reductores se
realizo por el método del DNS (icido
dinitrosalicilico) descrito por Bello Gil y col.
(2006) [7].

2.2.5 Determinacion de Azicares totales.

Los azucares totales se cuantificaron por el
mecétodo de Fenol-Acido sulfiirico reportado por
Dubois v col. (1956) [8].

2.2.6 Determinacion de pectina.

Las determinaciones de pectina se hicieron en
base a la Norma Mexicana NMX-F-347-S1980
Frutas y derivados- Determinacion de Pectina [9].

2.2.7 Determinacion de fibra cruda.

La determinacién de fibra cruda se hizo en base
a lo establecido en la NMX-F-090-S5-1978-
Determinacion de fibra cruda en alimentos [10].

2.3 Diseiio experimental para actividad
antioxidante.

2.3.1 Diseiio Factorial.

Para la extraccidon de los antioxidantes, se
emple6 un disefio experimental 2°, 3 factores y 2
niveles de acuerdo a la Tabla 1. Los factores
seleccionados y sus niveles fueron; temperatura (25
y 75 °C), solucién hidroalcohdlica (30 y 80 %) y
tiempo (40 y 100 minutos). Teniendo como
variable de respuesta la actividad antioxidante. Los
tratamientos se hicieron por duplicado. Los
resultados obtenidos se evaluaron mediante un
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ANOVA utilizando el programa R version 2.12.2
con un nivel de significancia del 95 %.

2.3.2 Extraccion.

Empleando soluciones hidroalcoholicas,
temperaturas y tiempos definidos de acuerdo al
disefio factorial, se realizaron las extracciones
solido-liquidas en una relacién 1:20 p/v (2 g de
residuo seco y 40 mL de solucién). Se utilizaron
parrillas de calentamiento con agitacion constante a
475 rpm. Después del tiempo de extraccién las
muestras fueron centrifugadas a 6500 rpm y el
sobrenadante fue concentrado en rotavapor. EI
rendimiento de la extraccion fue determinado
gravimétricamente. El extracto se resuspendid en
10 mL de solucién hidroalcohdlica al 30 % y se
almaceno a-20 °C para su andlisis posterior.

Tabla 1 Variables independientes en el diseiio factorial
23 donde X, temperatura (°C):; X,: concentracion de
etanol (%) y X5: tiempo de extraccion (min).

Tratamientos Xi::T X.:E Xt
1 -(25) -(30) -(40)
2 +75) -(30) -(40)
3 -(25) +(80) - (40)
4 +(75) +(80) -(40)
5 -(25) -(30) +(100)
6 +H(75) -(30) +(100)
7 -(25) +(80) +(100)
8 H75) +(80) +(100)

2.4 Determinacién de actividad
antioxidante por reduccion del
ABTS™.

La medicion de la capacidad antioxidante fue
llevada a cabo con ABTS (2,2-Azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) de acuerdo
al método de Re y col. (1999) [11]. Se prepard una
solucion ABTS 7 mM. El radical ABTS™ fue
generado por la adicién de persulfato de potasio a
la solucion de ABTS preparada previamente,
obteniendo una concentracion total de 2.45 mM,
esta solucion se almacend en la oscuridad durante
16 horas. La solucién de ABTS™ se diluye en
etanol hasta obtener una absorbancia de 0.7 (£0.02)
a 734 nm. Las determinaciones se llevaron a cabo
tomando 10 pL de extracto mas 1 mL de ABTS™
diluido, se incubd durante 6 minutos y se leyd a
734 nm. Los resultados fueron expresados en
equivalentes de acido ascorbico, utilizando se las
unidades de mgaa/g, donde mas=mg de Acido
ascorbico v g..= gramos de residuo seco.
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3 Resultados y discusion.

3.1 Caracterizacion de los residuos de
café.

La caracterizacion de los residuos provenientes
de Villaflores, Estado de Chiapas, se muestra en la
Tabla 2, como la composicion quimica en
porcentaje, también se presentan los resultados de
otros estudios donde también se utilizdé pulpa de
café.

Los residuos analizados en este estudio,
presentaron bajos porcentajes de cenizas y azucares
totales y alto contenido de proteina soluble. Se
muestran resultados similares a los reportados por
Bonilla y col. [3], quienes trabajaron con residuos
provenientes de Gerais, Brasil. Sin embargo hay
una diferencia notoria en los azicares totales
reportados por Navia y col. (2011) para residuos
provenientes de Timbio, Colombia y los de Murthy
y Madhava (2013) de pulpa de café originaria de
Mysore, India, en estos dos trabajos se reportaron
porcentajes de 79 y 72% respectivamente [12,13].
Cabe destacar que la composicion de los residuos
depende de diversos factores tales como:
condiciones climaticas, tipo de suelo de cultivo,
especie, temporada de cosecha, entre otros.

Tabla 2. Resultados comparativos de la caracterizacion
de residuos de pulpa de café.

Bonilla y Naviay Murthy y
Composicion col. col. Madhava Este
(%) (2014) (2011) (2012) trabajo
[3] [12] [13]
Humedad 82.44 ——- 15 11.99
it 9.7 79.16 72.3 8.28
totales
Azicares
reductores 263 - - 6956
Proteinas 14.79 10.47 T 21.79
Cenizas 7.33 9.39 54 1.59
Fibra cruda 14.1 27.19 - 17.22
Pectina
soluble 0.7 -— - 1.96
3.2 Extraccion de compuestos
antioxidantes

Se tomaron referencias de otros trabajos para
establecer los factores mas relevantes y sus niveles
para realizar el disefio factorial [6,14,15], ademas
dado que se han reportado extracciones de
compuestos fenoélicos con actividad antioxidante
usando soluciones hidroalcohdlicas [6,15], en este
trabajo se emple6 etanol, considerando que tiene
menos restricciones para aplicaciones en alimentos.
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Como se muestra en la Figura 1 las condiciones tiempo de maceracién, sin embargo se obtienen los
de extraccién afectan significativamente la mejores resultados a menor tiempo y altas
capacidad antioxidante. Se puede observar que el temperaturas.

tratamiento 2 (75 °C, 30 % de EtOH y 40 min),
muestra mejores resultados en comparacion con el
resto de los tratamientos, por lo que se infiere que
la alta actividad antioxidante esta relacionado con Efecto GD sC SC ajust F P_Valor
extracciones a altas (cmperaturas y bajas

Tabla 3. ANOVA para el disefio factorial 23 de
actividad antioxidante

concentraciones de etanol, estos resultados difieren Et(t;g(“/) ; g-g;gg g‘gggg ‘7‘23‘23 ig;g:gg
. ; (] A 83 37, X
de los publicados por Costa y col. (2014) [14] (oG 1 00002  0.0002 1.85  0.210088
quienes trabajaron en la optimizacion de extraccion T:EtOH 1 0.0041 0.0041 37.030  0.000294
de compuestos fenodlicos y actividad antioxidante T:t 1 0.0136 0.0136 12039  4.229¢-06
de cascarilla, residuo generado después del tostado E‘gg;ﬁ . i g-gg;g g-ggég 22863(1) g-gg;g:
del_ grano,‘reportando mayor actividad annogldame Residuales 8 0.0009 0.0001 ’ ’ -
bajo las siguientes condiciones: concentracion de GD, Grado de libertad; SC. Suma de cuadrados; F, estadistico de prucba;
etanol a 50 %, 40 °C y 60 min, sin embargo ellos P-Valor, significancia observada.
realizaron sus prucbas con el método del DPPH °
(2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). £ 18 a
o : 5 =] 12
E1 ANOVA para el diseno factorial de actividad ‘g — 10
antioxidante con un nivel de significancia de s> g
P<0.05 se muestra en la Tabla 3. < 5‘, 3
® E o+ . ’
sS=
© 20 s 25 45 65 85
= - < Etanol (%)
o,
52
=2 10 - il 05 °C et 75 °C
s 3 I
o
= @ 15
3 o = = ER E £ b
< 1 2 3 4 5 6 7 8 S 10
Tratamientos X -
8 & 5
Figura 1. Grafica de actividad antioxidante en funcion de E =
los tratamientos del disefio factorial, AA=Acido e E’-‘ 0 - - - -
ascérbico y rs=residuo seco. E - 25 45 65 85
£ Etanol (%)
q:

De acuerdo a este andlisis estadistico se puede
resaltar que para la obtenciéon de alta actividad ==+==40 min ==%=100 min
antioxidante, los efectos mas significativos fueron:
la temperatura (T), la concentraciéon de etanol
(EtOH) y las interacciones T:EtOH y T:t. Es decir 14 -

Q
que a mayor temperatura y menor concentracion de E 12 - —.c
etanol se obtiene mayor actividad antioxidante, en g — 10 -
otras palabras la T tiene efecto positivo y el 2 __::f 8 - =]
aumento en la concentracion de etanol efecto < uéa 6 s ; : :
negativo en la actividad antioxidante. En la Figura BE 35 55 75 95
2 se muestran los resultados de manera grafica. En g Tiempo (min)
la Figura 2a se observa que a bajas concentraciones E

de etanol se obtienen las mayores actividades
antioxidantes. Con respecto al tiempo, si bien no
tuvo efecto significativo de manera individual : ) .
(Figura 2b), si lo muestra en la interaccién con la Figura 2. Efecto de las mtcract_:loncs: a) tiempo-ctanol,
temperatura. En la Figura 2c¢, se observan bajas b) Ta:mpirfxtu_ra-etan’olyC) tlen_lpo-_T CEUPEIAES
g : e AA=Acido ascdrbico y rs=residuo seco.

actividades para la temperatura baja de 25 °C con

un ligero incremento de la actividad al aumentar el Con estos resultados se observa que la actividad
antioxidante tiende a subir con altas temperaturas y
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bajas concentraciones de etanol, contrario a lo
publicado por Costa y col. [14], quienes divulgan
que el aumento de temperatura no mejoré los
resultados del ensayo DPPH para actividad
antioxidante. Sin embargo, los residuos que ellos
estudiaron difieren de los utilizados en este trabajo,
estos autores utilizaron cascarilla de café tostado y
en este trabajo se utilizé pulpa y piel sin ningin
tratamiento térmico previo a las extracciones
realizadas.

4 Conclusiones.

Este estudio contribuye a la revalorizacion de
los residuos de café para la extracciéon y evaluacion
de la actividad antioxidante. Se emple6 un disefio
factorial para observar el efecto a dos niveles de
los factores tiempo, temperatura y concentraciom
de etanol, los resultados mostraron al incrementar
la temperatura y disminuir la concentracién de
etanol se obtiene mayor actividad antioxidante y
que el tiempo no tiene un efecto significativo. Es
necesario realizar mas investigaciones con estos
residuos, en el caso de este trabajo aplicar los
antioxidantes obtenidos en la industria de
alimentos o cosmética y continuar estudiando los
residuos para la obtencion de compuestos
bioactivos como antimicrobianos o probiéticos.
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