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Resumen

El uso y consumo del café comenzd en Etiopia como alimento para esclavos y
viajeros. En la Peninsula Arabiga comenz6 a consumirse en forma de licor e
infusiones a base de granos tostados, llegando a ser una bebida popular debido a
sus efectos estimulantes. Su distribucién en Europa favorecié aun mas el consumo
y comercializacion del café. La planta del café pertenece a la familia Rubiaceae y al
género Coffea, con 103 especies conocidas. La producciéon comercial se basa
principalmente en C. arabica y C. canephora, las cuales se cultivan en paises
ubicados entre el Tropico de Cancer y el Tropico de Capricornio. Brasil, Vietnam y
Colombia son los principales productores, mientras que México se ubica como el
décimo productor. México es conocido por su calidad y café organico, con
condiciones favorables de altitud, suelo y clima en los estados de Chiapas,

Veracruz, Puebla, Oaxaca y Guerrero.

El café en México se procesa principalmente por via humeda en algunas areas
emplean métodos de procesamiento en seco como en el estado de Guerrero, donde
los productores artesanales comercializan café dentro de su region y a nivel
nacional. Las normas mexicanas que regulan la comercializacion de café tostado y
molido son NMX-F-013-SCFI-2010 y PROY-NOM-255-SE-2021. La composicion
fisica y quimica de los granos tostados confiere a las infusiones varias
caracteristicas de aroma y sabor, asi como otros atributos por sus efectos
estimulantes, antioxidantes, antiinflamatorios entre otros. En este proyecto de tesis
se determind la composicion nutricional-quimica y la evaluacion biolégica de dos
cafés comerciales de la Cooperativa Cafeticultores ME PHAA de la Montana,
asimismo, se llevd a cabo un proceso de propagacion in vitro de Coffea arabica
variedad Oro Azteca.

La composicion nutricional del café de tueste medio (CTM) y café de tueste oscuro
(CTO) cumple con las indicaciones de humedad y cenizas segun NMX-F-013-SCFI-
2010, mientras que el contenido de grasa no cumple con la norma. Se identificod y
cuantifico el acido clorogénico (ACG) en los granos verdes de las 3 variedades:
Tipica, Borbon y Oro Azteca, siendo estas 2 ultimas las que mostraron el mayor



contenido. Después del proceso de tostado, el contenido de ACG se redujo en el
CTO. El contenido de cafeina mostré una tendencia similar entre las variedades de

granos verdes, observandose un aumento después del tostado.

Con base en la norma PROY-NOM-255-SE-2021 y las pruebas sensoriales, los
granos de CTM se clasificaron como café de especialidad natural, mientras que el
CTO se considero café natural premium. Los extractos de CTM y CTO mostraron
efectos antioxidantes en las pruebas DPPH, ABTS y FRAP. Las pruebas de
citotoxicidad en la linea celular de fibroblastos 3T3-L1 no mostraron ningun efecto
toxico, lo que indica la ausencia o bajo contenido de compuestos toxicos en los

granos tostados.

Los segmentos nodales de C. arabica variedad Oro Azteca formaron brotes después
de 3 meses de cultivo utilizando tratamientos con bencilaminopurina (BAP) o en
combinacion con acido indolacético (AlA) como reguladores del crecimiento. Brotes
individualizados se enraizaron con AIA y las plantulas lograron una tasa de
supervivencia del 85% después del trasplante al invernadero. Los resultados
muestran la calidad actual de los productos comerciales de esta coperativa y las
areas de oportunidades de mejora para poder cumplir con los requirimientos
establecidos, con la obtencion de plantulas de la variedad Oro Azteca mediante el

cultivo in vitro se puede inciar un proceso de renovacion constante de los cultivos.



Abstract

The use and consumption of coffee began in Ethiopia as food for slaves and
travelers. In the Arabian Peninsula, it started to be consumed in the form of liqueur
and infusions based on roasted beans, eventually becoming a popular drink due to
its stimulating effects. Its distribution in Europe further favored the consumption and
commercialization of coffee. The coffee plant belongs to the Rubiaceae family and
the Coffea genus, with 103 known species. Commercial production is primarily
based on C. arabica and C. canephora, both of which are grown in countries located
between the Tropic of Cancer and the Tropic of Capricorn. Brazil, Vietnam, and
Colombia are the main producers, while Mexico ranks as the 10th largest producer.
Mexico is known for its quality and organic coffee, with favorable altitude, soil, and
climate conditions in the states of Chiapas, Veracruz, Puebla, Oaxaca, and

Guerrero.

Coffee in Mexico is mainly processed by wet means, with some areas employing dry
processing methods, such as in the state of Guerrero where artisanal producers
market coffee within their region and nationally. Mexican standards that regulate the
commercialization of roasted and ground coffee are NMX-F-013-SCFI-2010 and
PROY-NOM-255-SE-2021. The physical and chemical composition of the roasted
beans gives the infusions several characteristics of aroma and flavor, as well as
other attributes for stimulating, antioxidant, anti-inflammatory effects among others.
In this thesis project, the nutritional-chemical composition and biological evaluation
of two commercial coffees from the Cooperativa Cafeticultores ME PHAA de la
Montafia was determined. As well, it was carried out an in vitro propagation process

of Coffea arabica variety Oro Azteca.

The nutritional composition of medium roast coffee (CTM) and dark roast coffee
(CTO) complies with the indications for moisture and ash according to NMX-F-013-
SCFI-2010, while the fat content does not meet the standard. Chlorogenic acid
(CGA) was identified and quantified in the green beans of the 3 varieties: Typica,
Bourbon, and Oro Azteca, with the latter 2 showing the highest content. After the

roasting process, the CGA content was reduced in the CTO. Caffeine content



showed a similar trend between green beans varieties, with an increase observed

after roasting.

Based on the PROY-NOM-255-SE-2021 standard and sensory tests, CTM beans
were classified as natural specialty coffee, while CTO was considered premium
natural coffee. CTM and CTO extracts showed antioxidant effects in DPPH, ABTS,
and FRAP tests. Cytotoxicity tests on the 3T3-L1 fibroblast cell line showed no toxic
effect, indicating the absence or low content of toxic compounds in the roasted
beans.

Nodal segments of C. arabica variety Oro Azteca formed shoots after 3 months of
cultivation supplied with benzylaminopurine (BAP) treatments or in combination with
indoleacetic acid (IAA) as growth regulators. Individualized shoots were rooted using
IAA, with seedlings achieving an 85% survival rate after transplantation to the
greenhouse. The results show the current quality of the commercial products of this
cooperative and the areas of opportunities for improvement to meet the established
requirements, with the obtaining of seedlings of the Oro Azteca variety through in

vitro culture, a process of constant renewal of the crops can be initiated.



1. Introduccion

El café es un alimento de gran importancia a nivel mundial al ser un producto
altamente comercializado. El origen del café se remonta a las montafias altas de
Etiopia cuyo principal consumo era como alimento, a su llegada a la peninsula
arabiga se consumia en forma de licor hasta convertirse en una bebida popular
debido a su efecto estimulante. Al descubrir los atributos de las infusiones obtenidas
con los granos tostados se hicieron concurrentes como bebidas calientes
(Organizacién Internacional del Café [OIC], s.f.-b; Reich, 2010). La palabra café
tiene diversos origenes pero comparten un mismo significado “excitante”. Su
introduccidén a los paises de Europa potenciéo su consumo y distribucion por el
mundo (Clifford y Willson, 1985).

El café pertenece a la familia Rubiaceae y género Coffea identificando hasta el
momento 103 especies entre las cuales destacan C. arabica, C. canephora, C.
liberica 'y C. racesoma por ser las mas conocidas en el mundo. Estas especies se
cultivan paises con climas célidos y himedos de Asia, Africa y América ubicados

entre el tropico de Cancer y de Capricornio (Davis et al., 2007).

La produccién comercial se basa principalmente en C. arabica debido a sus
propiedades sobre salientes bajo contenido de cafeina y fino aroma, mientras que
C. canephora se produce en 30% pero destaca por su alto contenido de cafeina y
fuerte sabor lo que la hace atractiva para los cafés solubles (Philippe et al., 2009).
Los principales paises productores son Brasil, Vietham y Colombia, México se
encuentra como 10° productor destacando por su café organico y de calidad. Las
variedades de la especie Arabica se cultivan principalmente en los estados de
Chiapas, Veracruz, Puebla, Oaxaca y Guerrero con condiciones de altura, suelo y
clima optimas para el cultivo de cafetos (Centro de Estudios para el Desarrollo Rural
Sustentable y la Soberania Alimentaria [CEDRSSA], 2019).

Guerrero destaca por la produccién de café via seca y proceso artesanal por
personas indigenas. Los frutos o granos son comercializados a granel sin darle un
valor agregado, por lo cual, los productores se han organizado para buscar

alternativas de comercializacién en el pais de granos de café tostado y molido



(Tablas et al., 2021). Existen normas que establecen criterios para la composicion
quimica, fisica y sensorial que permiten obtener un café de calidad. Las principales
variedades cultivadas poseen diferentes atributos dependiendo del cultivo, factores
ambientales vy fisicos, por ello, es de importancia caracterizar con base en las
Normas Mexicanas a los cafés comerciales del pais.

Las bebidas del café son ampliamente consumidas por su efecto estimulante debido
a la accion del alcaloide cafeina presente en los granos. Ademas ofrece efectos
benéficos como antioxidante, antiinflamatorio, anticancerigeno, entre otros, por
accion de compuestos fendlicos entre los que destacan, ACG, acidos cafeico,
ferulico, cinamico y aquellos compuestos que se logran formar durante el tostado

como las melanoidinas (Farah & de Paula Lima, 2019; Farah & Donangelo, 2006).

El contenido de los compuestos quimicos en los granos de café depende de la
especie, las condiciones de cultivo, el procesamiento de frutos y granos, asi como
del tostado y la forma de la obtencion de las infusiones, dando como resultado
colores, sabores, olores y efectos biolégicos diferentes (Gorecki & Hallmann, 2020).

Las afectaciones por roya anaranjada causada por el hongo Hemileia vastratix a las
variedades principales cultivadas como Tipica, Caturra, Borbon, entre otras, ha
provocado la inclusidén de variedades resistentes este patdgeno y atributos que no
comprometan la calidad del café, como las variedades Oro Azteca, Costa Rica 95,
Colombia y mas. La forma comun de obtener plantas es a través de semillas o
esquejes, los cuales no garantizan cultivos homogéneos que preserven sus

caracteristicas sobresalientes (Escamilla & Diaz, 2018).

El empleo de técnicas biotecnoldgicas permite propagar cultivos que conserven sus
atributos como la embriogénesis somatica, un proceso que parte de células
somaticas hasta embriones listos para ser germinados. Otra técnica utilizada es la
organogeénesis, la cual comienza de un 6rgano preexistente para la formacion
completa de una planta utilizando reguladores de crecimiento para dirigir la
repuesta. Diversos estudios reportan resultados favorables en muchas variedades
de importancia en C. arabica (Kumar, et al., 2006), no obstante, es necesario buscar

el método mas eficiente de propagacion para cada especie o variedad de café.



2. Antecedentes

2.1. Historia del café

En la antigledad, los granos de café se molian mezclados con algunas plantas y
grasa animal para alimentar a los viajeros, esclavos y comerciantes que se
trasladaban de Africa a la peninsula arabiga. También, los frutos o los granos se
fermentaban para obtener un vino o licor popular una bebida popular en los paises
arabes (Reich, 2010). Ademas, existen evidencias de que en la provincia de Kaffa,
hoy Etiopia, se usaban las hojas y la pulpa del fruto del café para preparar
infusiones. Los atributos como estimulante identificado en los granos tostado del
café propiciaron la domesticacién del cultivo del café provenientes de las montafas
altas de Etiopia (ICO, s.f.-b); el café se cultivd primera vez en Yemen donde se
atribuye el origen de la bebida de café y se prohibia que los viajeros visitaran los
cultivos y se llevaran los granos, al menos que fueran tostados o hervidos, con el
paso del tiempo el cultivo se distribuyé hacia paises musulmanes y asiaticos
(Anthony et al., 2011; Reich, 2010).

En la localidad de Yemen a la bebida del café se le dio el nombre de “Moka”
haciendo referencia a la ciudad donde se cultivaba (Mocha-Yemen). La bebida
“‘Moka” se hizo popular debido a la difusion de su consumo por las autoridades de
la localidad, reduciendo con ello el consumo del arbusto “Kat”, cuyas hojas y brotes
se masticaban para obtener efectos estimulantes (OIC, s.f.-b). La introduccion de la
palabra café tiene un origen arabe “Qahwah” que significa excitante; los turcos lo
nombraron “Kahve” haciendo referencia al fruto de la planta del café, y finalmente
este término se extendio por Europa hasta conocerlo como café hasta el dia de hoy
(Clifford & Willson, 1985; Smith, 1985).

De acuerdo con el “Libro del café”, durante el siglo XVI en el trayecto de los viajeros
de la peninsula arabiga a Europa, especificamente en Estambul (Turquia), se
encontraron los primeros establecimientos de ventas de la bebida del café. Para el
siglo XVII, en El Cairo, ya se consumia y mercadeaba esta bebida, y se
establecieron las cafeterias en los paises europeos. Con la aparicién de la imprenta

y de la bombilla las cafeterias tuvieron mas realce al ser centros de reuniones



sociales y politicas (Reich, 2010). Actualmente es comun encontrar gran variedad
de bebidas frias o calientes en todo el mundo a partir de infusiones de granos o
mezclas de C. arabica y C. canephora.

Existen otras especies poco conocidas utilizadas para la preparacion de infusiones
que se consumen y se producen de manera local en paises de Africa, Indonesia y
Filipinas, entre ellas se encuentran las especies C. liberica, C. racemosa, C.
stenophylla 'y C. humblotiana. La especie C. liberica es originaria de Liberia y es
cultivada en Africa Occidental y en Malasia, a pesar de ser muy aromatica en el

mercado es poco aceptada por los consumidores (Davis et al., 2020, 2021).

En Sarawak y Borneo se mezclan granos de esta especie con granos de C.
canephora y en ocasiones los granos son tostados con margarina y azucar, otras
veces a la infusion se le adiciona leche condensada o azucar. La especie C. excelsa
presenta muchas similitudes con C. liberica y fue identificada a inicio del afio 1900
en Africa, es poco frecuente encontrarla en el mercado a pesar de que sus granos
son muy aromaticos (Clifford & Willson, 1985; Herrera & Lambot, 2017) . C.
racemosa es una especie menos conocida, se cultiva en Mozambique y en el norte
de Sudafrica, el contenido de cafeina es menor al que presenta C. arabica y se
caracteriza por presentar un sabor amargo destacando los sabores a menta y
madera (Davis et al., 2021).

La especie C. stenophylla es una planta que se encuentra en Africa Occidental,
endémica del Archipiélago de las Comoras, se caracteriza por tener un sabor suave
parecido al café Arabica; no obstante, es una especie no rentable debido a que su
crecimiento en cultivo es lento por lo que se considera una especie amenazada
(Davis et al., 2020). C. humblotiana endémica del Archipiélago de las Comoras es
una especie diferente a las descritas dentro del género Coffea, ya que no produce
cafeina, motivo por el cual se le considera un café naturalmente descafeinado
(Raharimalala et al., 2021).

2.2. Taxonomia del café

El café pertenece a la familia Rubiaceae, la cual se divide en tres subfamilias:

Cinchonoideae, Rubioideae e Ixoroideae; esta ultima comprende una quinta parte



de los géneros de la familia. La subfamilia Ixoroideae esta conformada por 15 tribus,
entre ellas la tribu Coffeeae DC que se integra por 11 géneros el cual incluye a los
géneros Coffea y Psilanthus, estos presentan similitudes en los granos con
caracteristicas morfolégicas similares y solo difieren por la morfologia de la flor

(Figura 1).

~—»| Chinchonoideae

-

*C. arabica L
Rubioideae Coffea *C.canephora Pierre
103 especies " |c.liberica Bull. ex.Hiemn
C. Lour

Rubi

\

Baracoffea

9 especies
h>-—> Coffeeae DC — -

Psilanthus
2 especies

‘»|  Psilanthus

Afrocoffea
20 especies

Figura 1. Diagrama de la clasificacién taxonémica de las plantas del café
* Especies de Coffea mas cultivadas en el mundo

Ambos géneros estan subdivididos en subgéneros, Psilanthus comprende los
subgéneros Psilanthus con 2 especies y Afrocoffea con 20 especies; en tanto que
el género Coffea comprende los subgéneros Coffea del cual se tiene un reporte de
103 especies y Baracoffea con 9 especies. En el subgénero Coffea destacan las
especies de Coffea arabica L., Coffea canephora Pierre, C. liberica Bull. ex. Hiern 'y
C. racemosa Lour (Anthony et al., 2011; Davis et al., 2007). La primera especie de
café identificada taxonémicamente por Carlos Linneo en 1750 en la Republica de

Yemen fue C. arabica L.



2.3. Descripcion botanica de las especies mas importantes del género
Coffea

El género Coffea se integra por arbustos y arboles de mas de 10 metros de altura

que presentan un tallo vertical (ortotropico) con ramas primarias, secundarias y

terciarias en forma horizontal (plagiotropico), con flores blancas y frutos de color rojo

o amarillo (Bobadilla Landey, 2013; OIC, s.f.-a).

Coffea arabica (Arabica) es un arbusto que puede alcanzar hasta una altura de 5 m
con ramificaciones abiertas (Figura 2). Presenta hojas grandes y ovaladas de color
verde oscuro. Esta especie se auto-poliniza, su fruto es ovalado y su maduracion
se presenta entre los 7 a 9 meses después de su formacion, contiene dos semillas
aplanadas y en ocasiones puede presentar una sola semilla conocida como caracol
(Clifford & Willson, 1985; Lim, 2013a).

Figura 2. Fotografias de Coffea arabica tomada en la finca el Encino en Tierra Colorada-
Malinaltepec, Guerrero entre los 1,100 msnm.
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Coffea canephora (Robusta) es un cafeto de mayor altura que la arabiga, puede
llegar a medir hasta 10 m y por el tipo de ramificacion que presenta le da un aspecto
robusto (Figura 3). Sus hojas son grandes y anchas de color verde; el fruto es
redondo y toma hasta 11 meses en madurar, por ello, el tiempo de cosecha es
tardado, por lo general contiene dos semillas ovoides de tamario variable pero mas
pequefio que la Arabica (Clifford & Willson, 1985; Lim, 2013b).

Figura 3. Fotografias de Coffea canephora tomada en el Rancho el Molino en Potrero-
Zentla, Veracruz entre los 780 msnm.

2.4. Distribucion geografica y cultivo del café en el mundo

El café se cultiva en paises ubicados entre el tropico de Cancer y de Capricornio,
con climas célidos y humedos de Asia, Africa y América, formando el conocido
cinturén del café (Figura 4) con una amplitud de 4,000 km (Bobadilla, 2013).

La especie Arabica crece entre los 1,200 a 2,000 msnm con climas frescos y
ligeramente humedos entre los 15 y 25 °C. Requiere de suelos ricos en materia
organica con ligera acidez o alcalinidad y se cultiva principalmente bajo la sombra
de los arboles. Existen diversas variedades de esta especie identificadas en las
diversas regiones cafetaleras, Tipica y Borbon fueron las primeras y de las mas
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cultivadas hasta la actualidad por las caracteristicas que estas presentan (Lim,
2013a; OIC, s.f.).

Tropic of Capricorn

l:‘ C. arabica

. C. canephora

- C. arabica/C. canephora

Figura 4. Paises productores de las principales especies de café C. arabica y C.
canephora ubicados entre el Trépico de Cancer y el Tropico de Capricornio.

La especie Robusta, es una planta mas resistente al clima y condiciones del suelo,
se puede cultivar a partir de los 800 msnm en temperatura entre los 18 y 36 °C,
principalmente en campo abierto y se adapta facilmente a diferentes tipos de suelos,
con mayor acidez o alcalinidad (Lim, 2013b; OIC, s.f.). Mientras que C. liberica, C.
racemosa, C. stenophyllay C. humblotia se pueden encontrar en algunos paises de
Africa y de Asia en altitudes menores a los 1,000 msnm para el consumo de manera
local (Davis et al., 2020).

2.5. Produccion, comercializacion y consumo del café

La produccién comercial de café se basa principalmente en dos especies C. arabica
(Arabica) y C. canephora (Robusta). La especie Arabica tiene un mayor predominio
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en cultivo con un 70% de la produccién mundial, debido a su calidad en taza, su

bajo contenido de cafeina y fino aroma. El cultivo de la especie Robusta es menor

debido a su fuerte sabor y alto contenido de cafeina con respecto a C. arabica y se

utiliza esencialmente como base para el café instantaneo (Philippe et al., 2009).

Millones de sacos de 60 Kg
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I
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’ » @ 2 @ o @ ’ ’ ’
Q;‘& A_\éé‘ro@ 00\06@ \060(\‘?‘6} Q,'\\OQ\ ‘z‘oebo@ & ¢ 0&(\6 “;q;'b}o

Paises productores

Figura 5. Principales paises productores de café en el mundo.

La produccion total de café en el 2020 fue de 175.3 millones de sacos de 60 kg

(Figura 5), siendo Brasil el principal productor con 59.3, seguido por Vietham con
31.3, Colombia 13.8, Indonesia 10.7, Etiopia 7.45, Honduras 5.6, India 4.89, Peru

4.45, Uganda 4.25 y México con 3.7 millones de sacos C. canephora se cultiva

ampliamente en Vietnam, Brasil e Indonesia (OIC, 2021).
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El cultivo de C. arabica en paises latinoamericanos se da principalmente en
Colombia, Honduras, Peru y México, estos ultimos son reconocidos por su
produccion de café organico y de altura. En México, el 3.33% de la produccion total
de café es organico con una produccion de 28,000 toneladas (t) se exportan
principalmente a los Estados Unidos, Union Europea y Japon (CEDRSSA., 2018).

Para el ciclo 2022-2023, con base a los reportes del Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos (USDA, siglas en inglés), los paises importaron granos de
café verdes principalmente, seguido del tostado y soluble (en una pequena
proporcion) fueron los que conforman la Union Europea con un 30% de la
produccion total, seguido de Estados Unidos con el 19% y Japon con un 5%,
mientras que los principales consumidores de la bebida del café son la Unidn
Europea, Estados Unidos y Brasil.

2.6. Produccién de café en México

En México, el café se cultiva en 4 regiones principales (Figura 6): 1) La vertiente del
Golfo de México que comprende los Estados de San Luis Potosi, Querétaro,
Hidalgo, Puebla, Veracruz, parte del Estado de Oaxaca y de Tabasco; 2) la vertiente
del Océano Pacifico integrada por Colima, Guerrero, Jalisco, Nayarit y parte de
Oaxaca; 3) la Region Soconusco que alberga parte del Estado de Chiapas y 4) la
Regién Centro Norte de Chiapas (Flores Vichi, 2015).

Para la produccién de café se ha reportado la participaciéon de 500 mil productores
que se distribuyen en 15 entidades federativas y 480 municipios con la participacion
de familias completas desde hombres, mujeres y nifios. En su mayoria, estas
familias pertenecen a comunidades indigenas (85%) dedicados a la produccion de
café de especialidad cuyo cultivo no excede las 3 hectareas (ha) (Contreras-Medina
et al., 2020; Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural [SADER], 2018).

Los estados de Chiapas, Veracruz, Puebla, Oaxaca y Guerrero producen mas del
80% de la produccion nacional, Chiapas contribuye con el 41% de la produccién
total. Estos estados comparten caracteristicas similares de altura, suelo y clima
optimas para el cultivo de cafetos que permite obtener café de calidad (SIAP, 2021).
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Figura 6. Estados productores de café en las diferentes vertientes de México

De acuerdo con la Alianza Estratégica para el Desarrollo de la Region Pacifico Sur
(ADESUR) y con base al censo agropecuario en tierras donde se cultiva el café a
nivel nacional, el 33% se encuentra en bosque de conifera, el 21% en bosque
mesofilo de montaia, el 14% en selva perennifolia, el 9% en bosque de encino, el
7% en selva baja caducifolia y el 6% en selva mediana caducifolia. Una de las
principales caracteristicas que tiene el cultivo del café en México, es que se pueden
encontrar inmersos en selvas altas, medianas y bajas, en bosques mesdfilos y en

bosques de pino-encino a lo que se denomina o conoce como cultivo bajo sombra.

El Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) reporta que la
produccion nacional se basa en café Arabica en un 85% y del café Robusta en
menor proporcion. El 35% de los cultivos se encuentran en altitudes mayores a los
900 msnm, el cual es considerado como un café de altura, el resto de los cultivos
se distribuyen entre 600-900 msnm (Otero & Elms, 2021). En el 2020 se registrd
una produccién total de 953,682.90 t de café, siendo el Estado de Chiapas el
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principal productor con 378,000 t, seguido de Veracruz (235,000 t), Puebla (160,000
t), Oaxaca (86,000 t) y Guerrero (38,000 t) (SIAP, s.f.).

La Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER) reporta una produccion de
28 mil t de café organico (3% de la produccion total) con una participacion del 8%
de los productores del padron nacional en su mayoria por personas indigenas,
donde Chiapas, Oaxaca y Guerrero son los principales productores de este cafe, el
cual busca preservar la flora y la fauna de las zonas de cultivo (Flores-Anaya et al.,
2022). En México, los productores de café se han organizado en cooperativas para
buscar certificaciones como USDA Organic, Fair Trade, Shade Grown, Rainforest
Alliance, Small Producer, que les permite ingresar a nuevos mercados y ofertar sus
productos. Se tiene un registro de 600 cooperativas, 400 de ellas en el estado de
Chiapas, que obtienen financiamientos de bancos gubernamentales, bancos
privados y apoyo técnico de instituciones gubernamentales (Otero & Elms, 2021).

De la produccion total de café mexicano mas del 70% es para exportacion y el resto
para venta nacional. El café mexicano se exporta como café verde (85%), café
soluble (12%) y café tostado (3%), el 53.9% se destina a Estados Unidos y el resto
a la Union Europea, Japon, Cuba y Canada (CEDRSSA, 2019).

En el estado de Guerrero la produccion de café se distribuye en cuatro zonas, donde
las zonas de Costa Grande en los municipios de Atoyac de Alvarez, Coyuca de
Benitez y Técpan de Galeana, seguido de la zona de la Montafia en los municipios
de Malinaltepec e lliatenco, y Costa Chica en San Luis Acatlan y Ayutla de los Libres;
en estas tres zonas se produce el 80% de la produccién estatal con un registré de
45,000 ha de plantacién y una produccion anual promedio de 39 mil t con un valor
de 280 millones de pesos aproximadamente (SIAP, s.f.).

En la Region de la Montafia el café se cultiva bajo sombra por personas de los
grupos étnicos Mixtecos y Tlapaneco, la produccion se da en forma de policultivo
incorporado cultivos de frijol, calabaza, chile, maiz y arboles frutales de guanabana,
aguacate, arboles maderables y platano (Tablas et al., 2021).

Las variedades Tipica, Borbon, Mundo Novo, Caturra y Garnica de C. arabica son
aun cultivadas pero estan siendo sustituidas por variedades hibridas como
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Colombia, Costa Rica, Oro Azteca y Sarchimor, plantas que son resistentes a la
roya anaranjada, con mayor produccion y densidad de cultivo esto por las nuevas
demandas o requerimientos de los productores, es importante tener que las
variedades comunmente cultivadas pueden llevar a estar en peligro extension
(Hidalgo-Espinosa, 2020).

2.7. Caracteristicas de las variedades Tipica, Borbén y Oro Azteca

Las variedades Tipica y Borbon han sido las de eleccion en el mercado debido a las
propiedades organolépticas y de calidad en taza de su café, a pesar del bajo
rendimiento y ser susceptibles a plagas. Por ello, se han buscado variedades con
caracteristicas sobresalientes como la variedad Oro Azteca como alternativa ante
las demandas del café (Tabla 1).

Tabla 1. Principales caracteristicas y atributos del café de las variedades Tipica, Borbon y
Oro Azteca.

Caracteristicas Tipica Borbén Oro Azteca
Porte Alto Alto Bajo
Tamano de los granos Grande Medio Medio
Rendimiento Bajo Medio Alta
Calidad en taza Muy bueno Muy bueno Bueno
Altura de cultivo Alta: >1600m Alta: >1600m Medio: < 1600m
Resistencia a la roya Susceptible Susceptible Resistente

Tipica es una de las variedades por excelencia cultivada principalmente en América
central, su grano es mas grande y alargado suele presentar acidez limpia y nota
dulces, con tuestes claros resalta la calidad en taza y sabores. La variedad Borbdn
también cultivada principalmente en América Latina, suele presentar un buen dulzor
encontrando aromas/sabores afrutados y acaramelados, en los diferentes tostados
puede conservar sus sabores dulces y complejos. La variedad Oro Azteca proviene
del cruce del hibrido de Timor 832/1 y Caturra generada por el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) destaca por su alta

produccion y resistencia ante la roya anaranjada, se caracteriza por presentar notas
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a caramelo y chocolate y en los granos tostados puede presentar una baja acidez
en ocasiones amargos (World Coffee Research, s.f.).

En México, el procesamiento de los frutos del café se realiza principalmente por la
via humeda (90%, también conocido como cafés lavados). Particularmente
Guerrero, el café natural se obtiene por la via seca que destaca por ser un método
mas simple y sin uso de maquinarias, las cerezas maduras son recolectadas y se
secan bajo sol durante 15 a 20 dias hasta obtener el café capulin o cereza (café con
cascara) (Hidalgo-Espinosa, 2020).

De la produccidn registrada por las Cooperativas, el 60% del café capulin o granos
son vendidos a granel a intermediarios como la ARIC (Asociacion Rural de Interés
Colectivo R.L. y C.V.), CAFECO Agroindustrial del Pacifico S.A. de C.V. y ala Unién
de Ejidos y Comunidades Luz de La Montafia, A. C., que son comercializados a la
empresa de Nescafé-Nestlé. Tan sdlo una pequefia parte del café es exportado a
Europa por la Red de Agricultores Sustentables Autogestionado S.C (RASA). El
resto del café, aproximadamente el 30% es destinado a la venta para cafeterias
destacando a Starbucks como principal comprador, tiendas de autoservicios y de
conveniencias (Oxxo, 7 Eleven, entre otros), y para el autoconsumo o venta en la
localidad con un procesamiento conocido como café artesanal (ADESUR, 2018;
Delgado-Alvarado, 2018).

2.8. Preparacion y consumo del café

El consumo del café es principalmente mediante infusiones que se realizan a partir
de los granos tostados y en las bebidas se perciben una serie de aromas y sabores
caracteristicos de cada especie. La ingesta de la bebida del café se da
principalmente en Estados Unidos y Europa, donde los paises noérdicos son los
principales consumidores. En México, prevalece el consumo de café soluble debido
a la practicidad que éste representa (USDA, 2021).

Existen diversas formas de preparacion y dependiendo del pais algunas son mas
comunes. En la preparacion del café intervienen varios factores, como el agua,
proporcion de café y tamafno de la particula del café, el tiempo, la temperatura de
interaccidn agua-café y el empleo de presion (Tabla 2).
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Tabla 2. Métodos de preparacion de bebidas de café mas comunes en el mundo.

Método de Sistema Tipo de grano Tiempo (min)

extraccion

Decocciéon Turco Fino 5-10

Decoccién De Olla Grueso 5-10
Infusion De goteo Medio 5

Inmersion Prensa Francesa Grueso 2-5
Presion Italiano Fino 5-10
Presion Express Fino 25 -30 seg

Dentro de las formas mas comunes en la preparacion de las bebidas del café se
encuentran el café Turco (Figura 7), una de las preparaciones mas antiguas que
emplea un jarra de cobre o latdbn con mango, al recipiente con agua en ebullicién se
le anade café finamente molido y se mantiene a fuego por un cierto tiempo; la bebida
produce una capa espumosa y los granos se sedimentan, principalmente se emplea

en casa (Mestdagh et al., 2017).

En México, existe una bebida tipica comun de encontrarse en cocinas econémicas
o fondas al cual se denominado café de olla. Este café se prepara utilizando un
recipiente de barro o de peltre, se agrega al agua el café de grano grueso, piloncillo
y canela, en ocasiones se le puede afadir condimentos o cascaras de naranjas, y

los ingredientes se hierven durante 10 minutos (Valencia, 2021).

El método de filtracién por goteo o percolacion se realiza en cafetera tipo eléctrico
o manual, para ello, se utiliza un grano medio puesto en filtro de papel dentro del
recipiente ubicado en el segmento superior a través del cual pasa agua caliente y la
bebida filtrada se colecta en una jarra de vidrio. La bebida mas comun es el café
americano que se puede encontrar en restaurantes y comercios de autoservicios
(Caprioli et al., 2015).

En las preparaciones por inmersion total o Prensa Francesa se emplea un tipo de
grano grueso colocado el fondo del recipiente el grano se mezcla con agua en
ebullicidén y se deja reposar de 2 a 5 minutos para infusionar; después de ese tiempo,

se procede a ejercer presion sobre el émbolo en el extremo superior del recipiente
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el cual esta unido a un filtro metalico y se procede a servir. Este tipo de café
principalmente es consumido en casa (Stanek et al., 2021).

Figura 7. Preparaciones de bebidas de café mas comunes en el mundo a) café Turco, b)
café de olla, c) café por percolacion eléctrica, d) café por percolacién de forma manual, e)
café por prensa Francesa, f) café expreso, g) café por prensa Italiana y h) café soluble.
Nota. Retomado de https://www.freepik.es/foto-gratis/aparatos-elaboracion-cafe-
camarero-masculino-que-prepara-cafe-pouron-barra_8225449.htm
https://www.nescafe.com/cam/cuantas-formas-de-preparar-el-cafe-existen;
https://eldiariony.com/2022/10/15/cortadito-cafe-de-olla-cafe-bombon-seis-maneras-de-
preparar-cafe/; https://www.nescafe.com/mx/nescafe-clasico
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Preparaciones por presion, para obtener el café expreso se emplea un tipo de grano
molido fino compacto en forma de pastilla y se le aplica agua caliente (150 mL) a
presidn por 25 a 30 segundos. Es una bebida muy fuerte y es una de las mas
consumidas después del café americano. (Mestdagh et al., 2017).0Otro método que
emplea una técnica presurizada es el café italiano o moka expreso. En este proceso
se utiliza una cafetera con un sistema cerrado divido en 3 secciones, el café es
colocado en el segmento de en medio sobre un filtro metalico del recipiente, el agua
es colocada en la primera seccion y la cafetera es expuesta al fuego; cuando el
agua alcanza la ebullicién pasa por el filtro, la bebida se condensa y se acumula en
el compartimento superior de la cafetera (Caprioli et al., 2015).

El café soluble se obtiene por el proceso de infusién y la bebida obtenida se seca y
pulveriza por diferentes métodos. Un proceso es la aspersion de la bebida aplicando
aire caliente para evaporar el agua y obtener un polvo fino de café; otro método es
el liofilizado de la infusion congelada a -40 °C, someterse al vacio para evaporar el
agua y obtener cristales secos de café. El café soluble es uno de las mas
consumidos debido a su practicidad, ya que solo se necesita agua caliente para
hidratar nuevamente el café y obtener la bebida (Caprioli et al., 2015; Mestdagh et
al., 2017).

2.9. Composicion bioquimica del café

Coffea arabica es la principal especie de café cuya composicién quimica ha sido
estudiada ampliamente seguida de C. canephora. Los componentes quimicos
principales de los granos verdes son carbohidratos, lipidos proteinas, minerales,
agua, compuestos fendlicos, alcaloides y melanoidinas, cuyo contenido varia

dependiendo de la especie (Tabla 3).

Los carbohidratos son los compuestos mas abundantes en los granos verdes de
ambas especies, encontrando azucares solubles (40 — 65%) como la sacarosa,
glucosa, fructosa, galactosa, arabinosa y azucares no solubles como la
hemicelulosa y la celulosa. Las proteinas se encuentran principalmente en frutos
maduros (11 — 15%) o con tostado prolongado, y aminoacidos libres (1%). Los
lipidos se encuentran en forma de ceras y triglicéridos (12 — 18 %). En las cenizas
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se pueden encontrar minerales y aquellos elementos que se obtienen por el proceso
de calcinacion (3 - 5.4%). En tanto que, el contenido de agua debe ser entre 8 —
12% con el fin de conservar las propiedades sensoriales, organolépticas y evitar el
crecimiento de microorganismos (Poisson et al., 2017).

Tabla 3. Componentes quimicos de los granos verdes de café Arabiga y Robusta

Composicion quimica Arabiga (%) Robusta (%)
Carbohidratos 45 —-55 40 - 65
Proteina 8.5-15 8.5-15
Lipidos 15-18 12-18
Humedad 8-12 8-12
Cenizas (minerales) 3-54 3-54
Acidos clorogénicos 6.7-9.2 7.1-121
Cafeina 08-14 1.7 -4
Trigonelina 06-1.2 0.3-0.9
*Melanoidinas 17 - 25 17 - 25

Adaptado de Poisson et al., 2017.
*Presentes en café tostado

Entre los compuestos fendlicos se encuentran los isdmero del acido clorogénico
(ACGs), acidos cafeico, ferulico y cinamico, epicatequina y catequina, procianidinas,
antocianinas, mangiferina, taninos y lignanos en cantidades muy pequefas (Figura
8). Los alcaloides predominantes son la cafeina y la trigonelina (Hutachok et al.,
2020; Khochapong et al., 2021; Ontawong et al., 2019).

El ACG y la cafeina destacan como principales componentes quimicos dentro del
género Coffea. Los acidos clorogénicos se forman por esterificacion de los acidos
trans-cinamicos (acido cafeico o acido ferulico) con el acido quinico, del cual se
forman las subclases de acidos cafeoilquinicos (ACQ), feruloilquinicos (AFQ) y
dicafeoilquinicos (diACQ) (Babova et al., 2016).
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Figura 8. Estructura quimica de los principales compuestos quimicos identificados en las
especies de Coffea arabica y Coffea canephora, a) acido 3-O-cafeoilquinico, b) acido 4-O-
cafeoilquinico, c) acido 5-O-cafeoilquinico, d) cafeina, e) trigonelina, f) catequina y g)
epicatequina.

Se han identificado 3 acidos clorogénicos como constituyentes principales de los
granos de café; el acido 3-O-cafeoilquinico (3-O-ACQ), 4-O-cafeoilquinico (4-O-
ACQ) y el 5-O-cafeoilquinico (5-O-ACQ). EI CGA que predomina es el 5-O-ACQ con
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un 77% del contenido total, el 4-O-ACQ en un 13% y el 3-ACQ en un 10% (Jeszka-
Skowron et al., 2016).

El contenido de ACG varia entre el 6 — 12 % del peso seco del grano verde, este
compuesto le atribuye astringencia y acidez a la bebida (Farah & Donangelo, 2006;
Gornas et al., 2016; Mengistu et al., 2020). Los alcaloides contribuyen al amargor y
el aroma en taza, la trigonelina puede encontrarse entre el 0.39 — 1.77 %, mientras
que la cafeina entre el 0.8 — 4 %, el mayor contenido de cafeina se ha reportado en
los granos de C. canephora (Hutachok et al., 2020; Mengistu et al., 2020).

2.10. Compuestos generados por el tostado de los granos

Para el tostado de los granos se suele emplear temperaturas entre los 200 a 250 °C
durante 5 a 20 minutos, temperaturas que estimulan la reaccion de Maillard,
degradacion de Strecker, pirolisis y caramelizacion. El cambio del color de los
granos durante el tostado es un indicador del grado del tostado pasando de un color

azul-verdoso, amarillo, naranja, marrén y negro.

Muchos acidos son degradados en esta etapa pero también se forman compuestos
de alto peso molecular. La reaccion de Maillard es una reaccion no enzimatica entre
el grupo amino de los aminoacidos libres como la asparagina, acido glutamico y
aspartico con el grupo carbonilo de los azucares reductores como la glucosa y la
fructosa, dando origen a compuestos como las melanoidinas y las acrilamidas
(Endeshaw & Belay, 2020; Varady et al., 2021).

Las melanoidinas dan el pigmento marron a los granos, y otorgan el sabor y el color
a la bebida; ademas, a estos compuestos se le atribuye actividad antioxidante que
se potencia por la unién a su estructura de compuestos fendlicos simples como el
acido cafeico, el ferulico o el acido clorogénico. Las acrilamidas son pequefios
compuesto considerados contaminantes toxicos catalogados como cancerigeno o
genotoxico. De acuerdo con la Union Europa el contenido maximo de acrilamida
para el café tostado es de 400 pg/kg y para el café soluble de 800 pg/kg (Castaldo
et al., 2020; Varady et al., 2021).
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El procesamiento de los granos esta relacionado con la temperatura y el tiempo de
tostado. Durante el tostado la trigonelina se puede degradar en un 90% formando
principalmente niacina, piridinas y pirroles; y el ACG puede isomerizarse,
hidrolizarse o degradarse en compuestos de bajo peso molecular (Farah &
Donangelo, 2006).

2.11. Actividades biologicas del café

De forma natural, los compuestos fendlicos en las hojas de Coffea participan
durante las etapas fenologicas y el crecimiento de las plantas, actuan en el
mecanismo de defensa contra factores externos como la resistencia a la infeccion

por patdgenos o plagas (Segheto et al., 2018).

Las principales actividades biolégicas reportadas para las infusiones de café son
antioxidantes, antinflamatoria, antidiabética, antibacteriana, anticancerigena (Tabla
4), entre otras (Jeszka-Skowron et al., 2016; Khochapong et al., 2021).

Tabla 4. Actividad bioldgica de los principales compuestos del café.

Compuesto Actividad biolégica Referencia

Acido clorogénico Actividad antioxidante, regulador
del metabolismo, efecto
antinflamatorio y anticancerigeno

(Bhandarkar et al., 2019;
Stefanello et al., 2019;
Vazquez-Sanchez et al.,
2018)

Cafeina Estimulante del SNC, ayuda en el
metabolismo de los lipidos y la

glucosa, actividad antioxidante (Ludwig et al., 2014; Nuhu,

2014)
Melanoidinas Actividad antioxidante, también es
empleado como fibra dietética (Rufian-Henares &
Pastoriza, 2015)
Trigonelina Anticancerigeno y

antihiperglucemiante (Nuhu, 2014)

Catequina 'y Actividad antioxidante, actividad

epicatequina antimicrobiana (Lietal., 2022)
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El estrés oxidante es un desencadenante de enfermedades cronico-degenerativas
como diabetes, cancer, envejecimiento, enfermedades inflamatorias y
enfermedades cardiovasculares (Nemzer et al., 2021). La actividad antioxidante del
café se ha reportado empleando técnicas in vitro como DPPH (2,2-Difenil-1-
Picrilhidrazilo), ABTS (Acido2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico) vy
FRAP (ensayo de poder antioxidante reductor de iones férricos), efecto atribuido
principalmente a los compuestos fendlicos como el CGA, acido cafeico, acido
ferulico y acido cinamico en otros (Hutachok et al., 2020; Nemzer et al., 2021).

El café también ha mostrado efecto sobre el metabolismo de los carbohidratos como
anti-hiperglucemiante, determinado a través de la actividad inhibitoria de las
enzimas a-glucosidasa y a-amilasa (Nemzer et al., 2021; Vazquez-Sanchez et al.,
2018). Asimismo, la regulacion de la glucosa mediada por el ACG a través de la
inhibicion de la actividad de la enzima glucosa-6-fosfatasa para reducir la
produccion de glucosa en el higado; otra via de regulacion es la disminucion de la
expresion de los transportadores de glucosa dependientes de sodio para reducir su
absorcion en el intestino delgado (Bhandarkar et al., 2019).

El café presenta efecto apoptético al disminuir los marcadores pro-apoptéticos Bax
y caspasa-3, asi como la sobre expresion de la proteina anti-apoptotica determinado
en modelos de ratas. Por otro lado, se ha reportado mejora en la funcion y
sobrevivencia neuronal asociada a la reduccion del estrés oxidante, midiendo
niveles de NO como un marcador de neuropatia y de malondialdehido marcador de
lipoperoxidacién; mostrando un incremento en los niveles de las enzimas
antioxidantes catalasa y superoxido dismutasa (SOD) y un efecto antiinflamatorio al
reducir los niveles de las citocinas pro-inflamatorias como el factor nuclear kappa B
(NF-kB) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (Rizk et al., 2021).

2.12. EIl acido clorogénico y la cafeina como principales componentes del
café

En el consumo de una taza de café de 200 mL se pueden ingerir entre 70 — 350 mg
de ACG, relacionado con la especie, la forma de extraccion y el nivel de tostado. En
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la ingesta de este compuesto, un 30% se absorbe en el intestino delgado, el restante
llega al colon donde puede ser hidrolizado por la microflora intestinal para obtener

acido cafeico y acido quinico (Godos et al., 2014).

Los ACGs son considerados fuertes secuestradores de "OH y O>. En pruebas in
vivo se ha determinado la actividad antioxidante a través de las enzimas de
regulacion contra el dafio oxidativo como el superoxido dismutasa (SOD) y la GHS
reductasa (Al-Megrin et al., 2020; Choi et al., 2018; Kwak et al., 2018; Nemzer et al.,
2021).

En padecimientos de sindrome metabdlico el ACG ha mostrado efectos benéficos
sobre el metabolismo de la glucosa y de lipidos. En el caso de los lipidos, redujo los
niveles séricos y hepaticos de colesterol y triglicéridos, inhibio la actividad de la
enzima lipasa pancreatica, y con ello la absorcion de grasas y activo el metabolismo
de las grasas en el higado (Sarria et al., 2018).

El efecto de la inhibicidn de las enzimas a-glucosidasa y a-amilasas, y de la glucosa-
6-fostato por el ACG ha reducido la absorcion de glucosa en el intestino delgado y
la regulacién de la glucosa en sangre, asi como la degradacion del glucégeno,
siendo un agente potencial para el tratamiento de la diabetes (Boonphang et al.,
2021). En el musculo esquelético es un importante activador de la via de
proteina cinasa activada por AMP (AMPK) al aumentar la expresion génica de los
transportadores de glucosa (GLUT-4) y por ende reduccion de los niveles de
glucosa en sangre (Bhandarkar et al., 2019; Hu et al., 2019; Naveed et al., 2018).

La cafeina (1,3,7-trimetilxantina) es un alcaloide heterociclico que tiene una base
de purina conocido como xantina. La cafeina ejerce varios efectos fisioldgicos en el
humano, la mayoria de ellos asociados con las funciones del sistema nervioso
central (Jung et al., 2021). La cafeina actua como un antagonista de los receptores
de adenosina en el cerebro, relacionado con su funcidn mas conocida como

neuromodulador que potencia el gasto energético (Hu et al., 2019).

La cafeina también tiene propiedades antioxidantes al favorecer el aumento de los
niveles de glutation reducido (GSH); a su capacidad para eliminar las especies
reactivas de oxigeno (ROS), particularmente el radical hidroxilo ("OH), siendo su
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principal blanco los receptores de adenosina involucrados en la regulacion de la
produccion de los ROS (Stefanello et al., 2019).

En granos verdes de C. arabica el contenido de cafeina puede encontrarse en
1.45% y en la especie C. canephora se ha reportado hasta en un 2.38 % de su
contenido (Babova et al., 2016). De las bebidas mas consumidas se encuentra la
infusion por goteo donde en una taza de café Arabiga (150 mL) se puede encontrar
entre 80 -120 mg de cafeina, en café expreso el contenido puede oscilar entre 50-
100 mg (Pietsch, 2017). Estudios han evidenciado que el consumo de 400 mg de
cafeina al dia es benéfico para la salud al reducir el riesgo de padecer Parkinson,
Alzheimer y Diabetes mellitus tipo 2 (Awwad et al., 2021).

2.13. Generacion de variedades hibridas de C. arabica

De las especies C. canephoray C. liberica se han buscado caracteres relevantes e
identificacion de los genes portadores utilizados en procesos de hibridacion inter-
especifica. Con este procedimiento se cruzan dos individuos del mismo género para
otorgarle beneficios a los cultivos, ejemplo de ello son los hibridos de C. arabica con
resistencia a Hemileia vastatrix, la broca del café (Hypothenemus hampei) y al
minador de la hoja (Leucoptera coffeella), principales plagas que afectan a los
cultivos de café (Anthony et al., 2011; Davis et al., 2007).

El hibrido mas conocido es el Timor que surgiéo de manera natural entre la cruza de
C. arabica y C. canephora, esta variedad presenta resistencia ante la roya. Las
variedades Tipicas y Borbdn son mutantes naturales identificadas en Etiopia y la
Isla Reunion, han servido de base genética para la generacion de otras variedades
como Mundo Novo (Brasil), Tico (América Central), San Ramon enano (Costa Rica),
Jamaica Blue Mountain (Jamaica) y Caturra (ICO, s.f.-a).

Las variedades Arabusta e Icatu se han obtenido de las cruzas de C. arabica, quien
le aporta los atributos de calidad y C. canephora la resistencia a plagas. Se han
reportado cruzas de C. racemosa con variedades arabigas generando individuos
como el hibrido Aramosa, con resistencia a L. coffeella, resistencia a sequias y bajo
contenido de cafeina. Asi mismo, se han obtenido hibridos como el Congusta
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cultivado en Indonesia originado entre la cruza de C. canephora y C. congensis con
tolerancia a sequias (Barrera, 2017; Davis et al., 2021).

Las especies C. liberica 'y C. excelsa expresan mayor resistencia ante H. hampei
(broca del café) debido a que sus frutos presentan un pericarpio mas grueso y
obstaculiza el ingreso del microrganismo. Aunque no se han reportado especies
hibridas en el mercado con resistencia a este insecto, estas especies de café
pueden ser una alternativa para la demanda de los agricultores (Barrera, 2017).

2.14. Propagacion del género Coffea
2.14.1. Propagacion vegetativa

Las variedades tradicionales de C. arabica en América Latina se propagan
principalmente por semilla o por esquejes con un alto costo debido a la mano de
obra requerida y otras dificultades como baja tasa de enraizamiento o rapida pérdida
de la viabilidad. Estas variedades suelen tener una base genética muy estrecha, ya
que se derivan de selecciones genealdgicas basadas en muy pocos individuos
(Bertrand et al. 2005).

Los Hibridos F1 se desarrollaron en América Central por cruzas de otras especies
presenta resistencia a la roya de café, requiere la propagacion o multiplicacion
empleando las técnicas de cultivo in vitro o de tejidos vegetales, un método que a
pesar de tener varios afos de aplicacion aun los pequefios productores desconocen
de sus ventajas (Escamilla & Diaz, 2018). Existen diversos métodos de propagacion
in vitro para el cultivo de plantas de interés comercial, se ha reportado el uso de
diferentes tipos de tejido en diversas especies de cafe, tales como el uso de células
somaticas para la generacion de embriones, los cultivos de meristemos y de yemas

apicales o axilares, y la induccion de brotes adventicios (Kumar et al., 2006).

Se considera que el cultivo de nuevas variedades mejoradas de café en las regiones
y estados es un indicador de la adopcion tecnologica que ha tenido una
representacion importante en campo, el proceso de expansion de estas no sigue un
patrén uniforme, hay preferencias y alta dominancia de algunas variedades por otras
(Asociacion Mexicana de la Cadena Productiva del Café [AMECAFE, 2011).
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Con la aparicion de la roya del café se comprob6é que todas las variedades
comerciales cultivadas en Ameérica son susceptibles a este patégeno. La resistencia
genética es la principal forma de control de dicha enfermedad. Esta resistencia ha
sido transferida a variedades comerciales a través del cruce natural de las
variedades comerciales susceptibles con el Hibrido de Timor que posee los genes
de resistencia genética a la roya. De estas cruzas se generaron variedades
resistentes a roya de gran interés como la Costa Rica 95, los Sarchimores, la
variedad Colombia y la Oro Azteca que pueden ser cultivas en el campo mexicano
(Ovando Cruz et al., 2017).

2.14.2. Propagacion in vitro

El cultivo in vitro tiene relevancia en la propagacion de cultivos de importancia
agroecondmica, en peligro de extincidon y en la produccién de plantas transgénicas.
Sin embargo, es necesario buscar métodos mas eficientes de propagacion para
cada genotipo de café (Etienne et al., 2006).

La embriogénesis somatica es un proceso ampliamente conocido en la
micropropagacion del café, en el que se parte de células somaticas (generalmente
de hojas) para la generacion de cientos de embriones somaticos hasta convertirse
en plantas completas. Existen diversos reportes de propagacion por esta via para
café Robusta y diversas variedades de Arabica como Tipica, Caturra Rojo,
Colombia, entre otros, mostrando buenos resultados en la obtencién de plantulas.
Con el aumento de la demanda en la produccidon se han implementado los Sistemas
de Inmersion Temporal, con medios de cultivos liquidos para la generacion masiva
de embriones de manera automatiza hasta llegar a la etapa de enraizamiento en
tiempos relativamente cortos (Aguilar et al., 2018).

Empleando la embriogénesis somatica se puede lograr obtener grandes cantidades
de plantas ventaja que presenta con otras técnicas, pero en ocasiones los clones
pueden presentar variaciones en su genotipo y fenotipo con respecto a la planta
madre a este fenbmeno se le conoce como variacidn somaclonal, esto puede
deberse a la prolongada divisidn celular, condiciones de estrés y exposicion a
reguladores de crecimiento, con diversos estudios se ha mostrado que se relaciona

directamente con el tipo de genotipo, tipo de explante, edad del cultivo, tipo y
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concentracion de los reguladores de crecimiento (Bobadilla, 2013; Campos et al.,
2017).

Otra técnica empleada es la brotacion multiple a partir de meristemos apicales,
yemas apicales o axilares asi como de nodos; los explante son cultivados in vitro
cuando los brotes alcanza una cierta longitud son individualizados para su
enraizamiento y posterior aclimatizacion. Esta técnica es conocida como
organogenisis directa y se ha empleado en diversas variedades de C. arabica como

una opcion de la propagacion del cafeé.

En trabajos realizados mediante en esta técnica, se ha probado el uso de citocininas
para la etapa de multiplicacion de brotes como la 6-benciladenina, benciladenina (6-
BA) en concentraciones altas que pueden oscilar entre 2.0 a 10 mg/L, en ocasiones
se suele combinar con bajas concentraciones de alguna auxinas (Tabla 5); en tanto
que en la etapa de enraizamento se suele emplear acido indolacético (AlA), acido
indolbutirico (AIB) o acido naftalacético (ANA) de 1.0 a 3.0 mg/L, en las variedades
de Oudayni, Hammady, Dawaeiry entre otras (AL-Azab et al., 2015; Shatnawi et al.,
2007).

Tabla 5. Brotacion multiple en diferentes variedades de C. arabica y C. canephora.

Especie/Variedad Explante Tratamientos Referencia

C. arabica/Mundo Novo Nodos 10 mg/L de 6-BA* (Da Silva et al., 2005)

C. arabical Oudayni, Nodos 8.0 mg/L BAP (Shatnawi et al., 2007)

Hammady y Dawaeiry

C. canephora Nodos 2.0 mg/L BAP/ 0.5 mg/L (Sridevi et al., 2010)
AlA

C. arabica/Benan, Burai, Yemas 8.0 mg/L BAP (AL-Azab et al., 2015)

Odayni y Odayni-Bayat axilares

Variedades de C. Nodos 2.0 mg/L TDZ/ 0.5 mg/L (Ortega Ortega, 2019)

arabica ANA

*6-BA = benciladenina; ANA = &acido naftalacético; AIA = acido indolacético; BAP =
bencilaminopurina; TDZ = thidiazuron.
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Los cultivos que se obtienen por la via de la organogénesis son menos propensos
a presentar variacién somaclonal, por lo que esta técnica puede ser una alternativa
para la produccion de plantas que permitan preservar sus caracteristicas, ademas
es una técnica menos compleja comparada a la embriogénesis (Da Silva Ramos &
Silva De Almeida, 2005).
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3. Planteamiento del problema

El café es la principal bebida comercializada y de alto consumo a nivel mundial
debido a su efecto estimulante conferido por |la presencia de cafeina. La produccion
comercial de café se basa principalmente en cosecha de la especie C. arabica,
debido a sus propiedades como bajo contenido de cafeina y fino aroma.

Entre los paises de América, México destaca como 10° productor de café con
condiciones de altura, suelo y clima, éptimas para el cultivo de cafetos. El Estado
de Guerrero, especificamente en la region de la Montafia, se destaca por la
produccion de café organico y de calidad por via seca procesado de forma
artesanal. Los productores se han organizado en Cooperativas con el propdsito de
darle un valor agregado a los granos de café comercializados. La Cooperativa
Cafeticultores ME PHAA de la Montaia, con la cual se colabora, busca alternativas
de mercadeo a nivel nacional de granos de café tostado y molido. Por lo tanto, es
necesario garantizar la calidad de los productos de esta cooperativa incluyendo los
parametros estipulados en las normas mexicanas, NMX-F-013-SCFI-2010 y PROY-
NOM-255-SE-2021, para su comercializacién, asi como el analisis quimico-
biolégico de los granos relacionado con los efectos benéficos atribuidos a la bebida
del café.

Por otra parte, las Cooperativas se enfrentan a dificultades como la renovacién
continua de los plantios de café debido a la reduccion en la produccion de frutos y
a la muerte de las plantas provocada por H. vastatrix. Aunque esta problematica se
ha reducido con la introduccién de variedades hibridas como Oro Azteca, resistente
al hongo que ocasiona la roya anaranjada, su propagacion vegetativa se encuentra
limitada por sus bajas tasas de germinacion, técnicas de cultivo laboriosas y tiempos
de propagacion prolongados. Por lo cual los procesos de micropropagacion son una
alternativa viable para la generacion masiva de individuos con las mismas

caracteristicas de la especie vegetal de interés.
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¢ A través del analisis quimico-bioldgico de los cafés comerciales de la Cooperativa
Cafeticultores ME PHAA de la Montafa es posible determinar la calidad de sus

productos?

Para la obtencion masivas de plantas y el empleo de la técnica de organogénesis
directa ¢ es posible la propagacion clonal de Coffea arabica variedad Oro Azteca

utilizando segmentos nodales y reguladores de crecimiento?

4. Justificacion

La calidad en taza del café esta asociada a la especie vegetal, condiciones de
cultivo, procesamiento de los frutos y granos, al tostado y a la forma de la
preparacion de la bebida. La calidad del café se puede valorar a través de los
analisis de la composicidn nutrimental y quimica que confieren las propiedades
organolépticas caracteristicas del café en taza, asi como su relacion con las

actividades bioldgicas de interés farmacologico para el humano.

Actualmente la Cooperativa Cafeticultores ME PHAA de la Montana realiza el
proceso natural para la obtencion de los granos de café, seguido de un analisis
fisico ya establecido para sus productos. Para garantizar la calidad en taza de los
cafés comerciales de la cooperativa con tostados medios y oscuros, obtenidos de
una mezcla de variedades arabigas Tipica, Borbon y Oro Azteca es necesario
determinar el cumplimiento de las especificaciones incluidas en las normas
mexicanas mediante analisis quimico-bioldgico, asi como sus efectos benéficos

como antioxidante.

Debido a la necesidad de oferta comercial en todo el pais es importante la
produccion continua de plantas de café resistentes a plagas que garanticen la
disponibilidad y renovacion constante de los cultivos en el campo. Por lo que es
importante establecer un protocolo de micropropagacién para la multiplicacion
masiva de individuos genéticamente idénticos que conserven la resistencia a la roya

como la variedad Oro Azteca.
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5. Hipétesis

e El analisis quimico-biolégico de la mezcla de granos verdes y tostados de las
variedades Tipica, Borbon y Oro Azteca de Coffea arabica, determinara la
calidad del café comercial de la Cooperativa Cafeticultores ME PHAA de la
Montaia.

e C(Coffea arabica variedad Oro Azteca podra ser propagada in vitro como las

variedades de café Arabiga mediante la técnica de organogénesis directa.
6. Objetivo general

e Analizar quimica y biolégicamente una mezcla de granos de café verdes y

tostados de las variedades Tipica, Borbon y Oro Azteca de Coffea arabica.

e Establecer un proceso in vitro para la propagacion clonal de la especie Coffea
arabica variedad Oro Azteca.

6.1. Objetivos particulares

e Analizar el contenido nutrimental de dos cafés comerciales de mezclas de

variedades de Coffea arabica.

e Conocer las propiedades sensoriales de dos cafés comerciales de mezclas de
variedades de Coffea arabica.

e Caracterizar los componentes quimicos de las infusiones del grano de café verde
y tostado de mezclas de variedades de Coffea arabica.

e Evaluar la actividad antioxidante y citotoxica de infusiones de los granos de café

tostado de Coffea arabica.

¢ Implementar las condiciones in vitro para obtener plantulas de Coffea arabica
variedad Oro Azteca mediante las vias de organogénesis directa empleando

tejido meristematico.

e Generar un proceso para la aclimatizacion de plantulas de Coffea arabica
variedad Oro Azteca
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7. Materiales y métodos

7.1. Material biolégico

Se cosecharon cerezas de café maduras (ciclos 2020 — 2022) de plantas de C.
arabica variedades Tipica, Borbon y Oro Azteca, cultivadas en las localidades de La
Soledad y Paraje Montero municipio de Malinaltepec (longitud: -98.704167 y latitud:
17.164167) en la Montaha del Estado de Guerrero, México (Figura 9).

Figura 9. Frutos y granos de Coffea arabica procesados a) cerezas maduras colectadas;
b) camas de secado de las cerezas de las variedades Tipica, Borbon y Oro Azteca; c)
granos verdes de la mezcla de variedades; d) granos con tostado medio; e) granos con
tostado oscuro.

Las cerezas de café se colocaron en camas de secado bajo sol a temperatura
ambiente por 15 dias; pasado este tiempo se les elimind la cascara a las cerezas
mediante una trilladora para obtener los granos de café verdes (CV).
Posteriormente, CV de las variedades Tipica-Borbon-Oro Azteca se mezclaron en
proporcion 40-30-30 %. La mezcla de granos de verdes (MCV) se proceso en un

tostador con tambor rotatorio industrial marca 100MEX®, con un nivel de tueste
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Agtron Gourmet en Grano de 45 a una temperatura 180 °C por 15 min para obtener
un tostado medio (CTM) y con un nivel de tueste Agtron Gourmet en Grano de 35 a

una temperatura a 210 °C por 15 min para lograr un tostado oscuro (CTO).

7.2. Analisis bromatolégico

El analisis de los componentes nutrimentales de los granos MCV, CTM y CTO se
realizé con base a los métodos estandar de la Asociacion Americana de Quimicos
de Cereales (AACC International, 2017). Para cada analisis se utilizaron muestras
de cada café por triplicado. La humedad (%) se determiné por diferencia de peso
del grano antes y después de ser secado en un horno de aire forzado (VWR®) por
5 minutos (44-15.02). El contenido de las cenizas (%) se obtuvo por la diferencia de
peso de residuos generados por la incineracion de las muestras en crisoles en una
mufla a 550 °C por 4 horas (08-01.01). Las grasas de los granos se extrajeron
mediante la técnica de Soxhlet con éter de petroleo, el disolvente se evaporo y el
residuo extraido se seco en horno a 100 °C, se peso y se expreso en % de extracto
etéreo (grasa bruta) (30-25.01). El contenido de proteinas (%) se determind por
cuantificacion del nitrégeno total en forma libre de nitratos por el método modificado
de Kjeldahl (46-16.01). El contenido de carbohidratos (%) se calcul6 por diferencia

de los otros componentes (proteinas — grasas — cenizas — humedad) de los granos.

Los valores de humedad, cenizas, proteinas, lipidos y carbohidratos obtenidos en
MCV, CTM y CTO se expresaron como un promedio de tres réplicas y su desviacion
estandar (DE). Cada variable fue analizada con un ANOVA simple y una post-
prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95% (p< 0.05) utilizando el software
SAS System for Windows 9.0 (SAS, ver. 9.1; SAS Institute, Inc.).

7.3. Analisis quimico
7.3.1. Obtencion de infusiones

Los granos verdes de Tipica (GC-Tipica), Borbén (GC-Borbodn), Oro Azteca (GC-
Oro Azteca) y MCV, asi como los granos procesados CTM y CTO se pulverizaron
en un molino industrial MCT-750 100MEX® con un tamafio de particula de 1.0 mm.

De cada muestra se prepararon infusiones por separado y por triplicado con 13.2 g
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del grano de café en 200 mL de agua a 98°C por 5 min en una prensa tipo francesa.
Las infusiones se filtraron y el pH fue medido en un potencidmetro Oakton pH 510;
posteriormente, el extracto acuoso se concentré en un rotaevaporador Heidolph
Laborota 4000 y se liofilizé en un equipo Heto Drywinner modelo DW3. El polvo de
las infusiones de café se almacend en frascos ambar a temperatura ambiente para

su posterior analisis.

7.3.2. Cuantificacion de acido clorogénico y cafeina

Las infusiones de café se analizaron mediante CLAR en un equipo Waters integrado
de un modulo de separacion (Waters 2695) y un detector de fotodiodos (Waters
2696). Para la deteccion y cuantificacion de ACG y cafeina se inyectaron 10 yL de
cada infusion por triplicado en concentraciones de 0.25, 0.5y 1.0 mg/mL. La elusién
se realiz6 a través de una columna RP-18 (250 x 4.6 mm, 5 pym, SUPELCO
Discovery ®, Merck), con un flujo de 0.9 mL/min de un sistema de elucion por
gradientes de 30 min a base de agua grado HPLC (VWR, Canada) con acido
trifluoracético (ATF, A) al 0.5% (Sigma-Aldrich, MO, USA) y acetonitrilo (B) grado
HPLC (Merck, Germany): iniciando con A-100%, con cambios a 95% en 2 min; a
70% en 2 min; a 50 % en 17 min; a 20% en 3 min; 0% Ay 100% B en 3 min; y
retorno a las condiciones iniciales (100% de A) en 3 min (Tabla 6).

Los datos se procesaron con el software Empower Pro 3.0 (Waters, MA, USA) y los
cromatogramas se examinaron a longitudes de onda (A) de 330 nm para el analisis
de ACG y a A = 280 nm para cafeina, la identificacidon de ambos compuestos se hizo
por comparacion de sus tiempos de retencidn y espectros de absorcion. Las
concentraciones de ACG y cafeina en las muestras se calcularon con base al
estandar externo de acido clorogénico (3-(3,4-Dihydroxycinnamoyl) quinic acid,
=295% Sigma-Aldrich) y cafeina (299%, Sigma-Aldrich).

Las curvas de calibracion se construyeron con los estandares para ACG (5-
200pg/mL) y cafeina (1.25 — 20pg/mL) generando los modelos de cuadrados
lineales y= mx + b, empleando el Software Microsoft Office Excel 365 (Microsoft®
Excel V.16.70). ACG (y= 11702x + 19276; R?= 0.9982) y cafeina (y= 87483x +
38786; R?=0.9993),
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Tabla 6. Método de separacién de extractos de granos de café verde y tostado por CLAR

Tiempo (min) % A (H20-ATF) % B (CH3CN)
0.00 100 0.00
1.00 100 0.00
2.00 95.00 5.00
3.00 95.00 5.00
4.00 70.00 30.00
20.00 70.00 30.00
21.00 50.00 50.00
23.00 50.00 50.00
24.00 20.00 80.00
25.00 20.00 80.00
26.00 0.00 100
27.00 0.00 100
28.00 100 0.00
30.00 100 0.00

% A = solucion acuosa de acido trifluoracético al 0.5%; % B = acetonitrilo

Los contenidos de ACG y cafeina se expresaron en mg/g de café como promedio
de 9 repeticiones y su DE. Los resultados se compararon con un ANOVA simple y

una post prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95 % (p< 0.05).

7.3.3. Fraccionamiento quimico y analisis por RMN

El extracto CTM (2g) se fracciono por cromatografia en columna abierta (2.7 cm de
diametro y 44 cm de altura) empaquetada con 20 g de silica gel RP-18 (Supelco-

Alemania) y eluida con un sistema de gradientes de H.O:CH3CN (Figura 7).

Se colectaron alicuotas de 10 mL con un sistema inicial de 100% de H2O (1-10) y
cambios de polaridad de CH3CN al 5% (11-15) al 50% (16-17) y finalmente al 100%
de CH3OH (18) (Tabla 7).
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Figura 10. Cromatografia en columna abierta del fraccionamiento del extracto del CTM.

Las fracciones se analizaron por cromatografia en capa fina en fase reversa en un
sistema elucién de 90:10 H2O:CH3CN y se visualizaron en una lampara de UV (UVP
UVGL-58) a una onda de A = 254 y 365 nm. Las alicuotas (13 — 15) con un perfil
cromatografico similar de un solo compuesto, se agruparon y diluyeron en
dimetilsulféxido y se analizaron por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H y
3C a 100 MHz, espectroscopia correlacionada bidimensional (2-D) (COSY),
coherencia cuantica simple heteronuclear (HSQC) y coherencia de enlace multiple
heteronuclear (HMBC) a 400 MHz en un equipo INOVA-400 de Varian.

Tabla 7. Fraccionamiento en columna abierta del extracto CTM.

Sistema de elucion Fracciones Fracciones
colectadas reunidas
H20 100% 1-10
H20:CHsCN 95:5% 11-15 13-15
H20:CH3CN 50:50% 16 - 17
CH30OH 100% 18
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7.4. Melanoidinas

Se emplearon dos procedimientos para la determinacién de melanoidinas en los
extractos de MCV, CTM y CTO.

Con base a lo reportado por Pérez-Hernandez et al., 2013., se prepararon
soluciones de 5.0 mg/mL de agua para cada uno de los extractos sonicandolos
durante 10 min (Figura 11). A partir de esta solucion se realizaron diluciones
seriadas de cada una de las muestras a partir de 2.0 a 0.0625 mg/mL; las
absorbancias de cada solucion se registraron a la longitud de onda de maxima
absorcion (A) de 420 nm en un espectrofotometro de UV-VIS (Genesys 20-Thermo
Scientific). El contenido de las melanoidinas en el extracto de cada café se
determind por la féormula de Lambert-Beer: C=(A/cb), C concentracion, A
absorbancia, b longitud de la celda (1 cm) y c coeficiente de extincion (1.1289 L/g
cm) (Tagliazucchi et al., 2010).

Figura 11. Infusiones de los extractos MCV, CTM y CTO, a) soluciones sin clarificar de
los diferentes extractos; b) soluciones clarificadas empleando el reactivo de Carrez.

En la otra técnica se prepararon infusiones con 2 g de cada café en 20 mL en agua
destilada, las muestras se sonicaron perfectamente durante 30 minutos,
posteriormente se filtraron en acrodiscos (0.45 um) Pall®. A partir de esta solucién
se elaboraron curvas de calibracién para cada café con diluciones y absorbancias
entre los 1.0 — 0.01 UA. De las infusiones filtradas se tomd6 1 mL, se diluy6é en una
proporcion de 1/5 V/V y se le afiadié 1 mL de las soluciones Carrez | y Il (Sigma-
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Aldrich); la mezcla se homogenizo perfectamente y se aford a un volumen de 10 mL
con agua destilada. Las muestras se centrifugaron a 4,000 rpm durante 5 min y las
muestras clarificadas se filtraron con acrodiscos (0.20 ym) Pall®. El contenido de
melanoidinas se determino realizando las lecturas correspondientes (A = 420 nm) y
se expreso en mg/g de café y el coeficiente de extincidn especifico (Kmix) se
determind por la ley de Lambert-Beer.

Los valores obtenidos del contenido de melanoidinas de cada muestra se
expresaron como promedio de tres repeticiones y su DE; los contenidos se
compararon con un ANOVA simple y un post prueba de Tukey con un nivel de
confianza del 95 % (p< 0.05).

7.5. Evaluacion sensorial

Se emplearon 8.25 g de café molido CTM y CTO en 150 mL de agua a 90 °C para
obtener las infusiones en repeticiones de 4 tazas. La evaluacion sensorial del café
en taza se realiz6 siguiendo el protocolo de catacion de la Asociacion de Cafés
Especiales de América (SCAA, 2015) por catadores certificados por la Asociacion
Mexicana de Cafés y Cafeterias de Especialidad, AC (AMCCE).

De acuerdo con los parametros de la SCAA basado en una referencia de 100
puntos, se evaluaron las caracteristicas organolépticas de aroma/fragancia, sabor,
sabor residual, acidez, cuerpo, balance, uniformidad, limpieza de taza, dulzor,
puntaje del catador. A cada variable se le asigné un valor 0 a 10, la suma total
corresponde al resultado del analisis de las pruebas sensoriales. Puntuaciones = 80
se consideran cafés muy buenos y se clasifican como de especialidad (Tabla 8).

Tabla 8. Clasificacion de las bebidas de café de acuerdo con la puntuacion obtenida en las
pruebas sensoriales.

Puntuacién Calidad Clasificacion
100 -90 Excepcional
89.99 — 85 Excelente Especialidad
84.99 — 80 Muy bueno
<80 Baja calidad No especialidad
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7.6. Actividades bioldgicas

7.6.1. Actividad antioxidante
7.6.1.1.  Ensayo de la actividad de captacion de radicales 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH)
El ensayo se realiz6 en microplacas de 96 pozos, en cada pozo se agregd por
triplicado 25 pL de las soluciones (100 — 3.0 pyg/mL) de ACG, (100 — 3.0 ug/mL) de
Trolox (Acido 6-hidroxi-2,5,7,8 tetrametilcroman-2-carboxilico) y/o una de las
diferentes concentraciones (5.0 — 0.1 mg/ml) de los extractos a evaluar (CTM y
CTO) seguida de 175 pL de la solucién de DPPH (1 mg/mL de metanol). El ensayo
se llevd a cabo en la oscuridad y las microplacas se cubrieron con papel aluminio
para evitar la decoloracién del DPPH por efecto de la luz. La absorbancia se midio
al inicio (Ao) y 30 min posteriores a la reaccién (A1) en un lector de placas de ELISA
(Perkin-Elmer Lambda 40 UV/Vis) a una A = 515 nm. El porcentaje de inhibicion de
la reaccidn se determind con base a la ecuacion:
(A0 — A1)
— %
La concentracion inhibitoria media (Clso) de ACG, Trolox, CTM y CTO del radical

DPPH eliminado se determind en funcién de las curvas generadas al registrar los

% de inhibicion = 100

porcentajes de inhibicion de la reaccion contra la concentraciéon. Ademas, los
valores de absorbancia de las muestras se compararon con las curvas graficadas
del porcentaje de inhibicion contra la concentracion de los patrones y se reportaron
en equivalentes ACG o Trolox (eq ACG y eq Trolox) (Endeshaw y Belay, 2020).

Los valores de Clso y equivalentes en ACG y/o Trolox se expresaron como
promedios de 3 repeticiones y su DE. Los valores de cada variable de los granos
tostados (CTM y CTO) se compararon con una prueba de t-Student con un valor de
p < 0.05.

7.6.1.2.  Ensayo de actividad del radical 2,2'-Azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-dcido
sulfonico] (ABTS).

La solucién del radical ABTS 7 mM se preparé con una solucion acuosa de
persulfato de potasio 140 uM en la oscuridad bajo agitacién en un periodo de 12 a

16 horas; posteriormente, la mezcla se diluyé con metanol hasta obtener una
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absorbancia de aproximadamente de 0.7 a A = 734 nm. El ensayo se realizé en
microplacas de 96 pozos. A cada pozo se ainadio por triplicado 230 uL de la solucion
de ABTS y 20 pL de la muestra a evaluar ACG (13 — 0.3 pyg/mL), Trolox (13 — 0.3
pug/mL) y/o de las diferentes concentraciones (5.0 — 0.1 mg/ml) del extracto (CTM y
CTO). Después de una agitacion de 30 segundos se procedid a determinar la
absorbancia en un lector de microplacas Perkin-ElImer Lambda 40 UV/Vis a A = 734
nm. La actividad antioxidante de las muestras de café fue expresada en porcentaje
de inhibicion, Clso y en equivalentes de acido CGA y/o Trolox como se describio

previamente.

Los valores de Clso y equivalentes de ACG y/o Trolox se expresaron como
promedios de 3 repeticiones y su DE. Los valores de cada variable de los granos
tostados (CTM y CTO) se compararon con una prueba de t-Student con un valor de
p < 0.05.

7.6.1.3.  Poder Antioxidante Reductor Férrico (FRAP)

La solucion FRAP gener6 de la mezcla de 1 mL de la solucion de 2,4,6,-Tris(2-
piridil)-s-triasina (TPTZ) a 10 mM y 1 mL de una solucién de cloruro férrico
(FeClz6H20) a 20 mM en 10 mL del buffer de acetato de sodio (CH3COONa) a 300
mM a pH de 3.6. La solucién FRAP se preparé al momento del ensayo y se mantuvo
a una temperatura no mayor de 37°C. La determinacion de la actividad antioxidante
se llevo a cabo en microplacas de 96 pozos, en cada pozo se agregd 175 uL de la
solucion de FRAP por triplicado y enseguida se anadieron 50 pL de ACG (13 - 0.3
pg/mL), Trolox (13 — 0.3 ug/mL) y/o de las diferentes concentraciones (5.0 — 0.1
mg/ml) del extracto a evaluar (CTM y CTO). La lectura de las absorbancias se midi6

a A = 595 nm en el espectrofotometro después de los 30 segundos de la reaccion.

Los valores de Clso y equivalentes de CGA, Trolox y/o sulfato férrico se expresaron
como promedios de 3 repeticiones y su DE. Los valores de cada variable de los
granos tostados (CTM y CTO) se compararon con una prueba de t-Student con un

valor de p < 0.05.
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7.6.2. Evaluacion citotoxica

Para el ensayo de citotoxicidad se utilizé una linea celular de fibroblastos de raton
3T3-L1 (ATCC® CL-173, IN VITRO S.A.) comprometidos con la diferenciacion a
adipocitos. Las células se cultivaron en el medio Eagle modificado de Dulbeco
(DMEM) suplementado con suero bovino fetal al 10%, L-glutamina (1 ml x100),
antibiotico 3X (1 mIx100), aminoacidos no esenciales (1 mix100) y bicarbonato de
sodio (3mLx100). El cultivo celular se incubd a 37 °C y se humidificé la atmdsfera
con 5% de CO..

Las células 3T3-L1 se cultivaron en placas de 96 pozos con una densidad celular
de 3 X 10* células por pozo. Después de 24 h de fijacién a la placa, las células no
adherentes fueron eliminadas y posteriormente tratadas con DMSO al 1% como
control negativo, diferentes concentraciones de infusiones de CTM y CTO (1000 —
15.6 pg/mL) y paclitaxel como control positivo (20 — 0.6 pg/mL). Las placas se
incubaron durante 24 y 48 h en las condiciones descritas anteriormente.

Después de cada tiempo de incubacion, el medio se descarté y se afiadieron 80 uL
de medio DMEM y 20 pL de (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) (MTT, 5 mg/ml en PBS) e incubados durante 4 h a 37 °C para
permitir la formacion de cristales de formazan. Se elimin6é el sobrenadante, se
afnadieron 100 pL de isopropanol y las placas se incubaron a temperatura ambiente
en agitacion durante 15 min hasta que se disolvieron los cristales de formazan. La
densidad optica de la solucién se midié con un espectrofotdmetro de microplacas a
A =490 nm.

La viabilidad celular en porcentaje se determind mediante la siguiente ecuacion:

o control negativo OD — muestra OD
viabilidad celular (%) = - x 100
control negativo OD

La concentracion inhibitoria media (Clso) para cada infusidon se calculé con un

analisis de regresion de la curva dosis-respuesta.
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7.7. Propagacion in vitro

7.7.1. Material biolégico

Se utilizaron yemas apicales como explantes de Coffea arabica de la variedad Oro
Azteca de una planta sana de 5 anos cultivada en el Centro de Investigacion
Biomédica del Sur (CIBIS-IMSS) libre de contaminantes.

7.7.2. Establecimiento del cultivo aséptico y elongacion de las yemas apicales

En campana de flujo laminar las yemas apicales se sumergieron en una solucion de
Extran® (MA 02, Merck) al 1% durante 5 minutos con agitacion manual constante;
enseguida, en una solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) al 1% durante 15

minutos: por ultimo, se enjuagaron con abundante agua estéril (Figura 12).

Figura 12. Establecimiento del cultivo in vitro de Coffea arabica variedad Oro Azteca a)
Material bioldgico inicial, b) proceso de desinfeccion de los explantes, C) yema apical en
cultivo in vitro.

Realizada la desinfeccion las yemas apicales se cortaron en segmentos de 1 cm de
longitud aproximadamente y se colocaron individualmente en frascos con 40 mL de
medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) con 30 g/L de sacarosa, 4 mg/L de
bencilaminopurina (BAP) como regulador de crecimiento para elongar al explante,
ajustado a un pH de 5.7, 4 g/L de phytagel y 1 g/L de polivinilpolipirrolidona (PVPP)
previamente esterilizados. Los frascos se colocaron en un cuarto de cultivo a 26 +
2 °C, fotoperiodo de 16 h/8 h de luz/obscuridad con una intensidad luminica de 50

UM m~2s™ ' de luz blanca fluorescente y humedad relativa del 60%.
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Los explantes fueron subcultivados a medios frescos cada 30 dias e incubados en

las mismas condiciones de cultivo para su elongacion.

7.7.3. Induccién a la brotacion multiple

De las yemas elongadas se procedio a cortar en segmentos nodales de 0.5 cm de
longitud aproximadamente. Los explantes se colocaron en frascos tipo tarro con 40
mL de medio de cultivo MS suplementado con 4, 6 y 8 mg/L de BAP y/o 4,6y 8
mg/L de BAP en combinaciéon con 0.5 mg/L de &acido indolacético (AlA). Se
incubaron a 26 + 2 °C con un fotoperiodo de 16 /8 h (luz/obscuridad) en un cuarto
de cultivo (Aga et al.,, 2017; AL-Azab et al., 2015; Da Silva Ramos & Silva De
Almeida, 2005).

Se realizaron 12 repeticiones por cada tratamiento que fueron subcultivados cada
cuatro semanas en las mismas condiciones de cultivo. Al tercer subcultivo se
registraron el numero de brotes por explante, longitud y numero de hojas por brote.
Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente en un ANOVA simple.

7.7.4. Enraizamiento de los brotes

Los brotes obtenidos en la etapa anterior y con una longitud igual o mayor de 1 cm
fueron individualizados y utilizados en los tratamientos para la induccion de raiz. Los
brotes se transfirieron a frascos con medio de cultivo MS adicionado de 0.0 (control),
0.5y 1.0 mg/L de AIA, 30 g de sacarosa, pH de 5.7, para los siguientes subcultivos
a los 30 dias se pasaron a frascos con las mismas condiciones reduciendo las sales

de MS y la sacarosa al 50 % hasta observar la formacion de la raiz.
7.7.5. Aclimatizacion

Las plantulas se removieron cuidadosamente de los frascos de cultivo y se lavaran
con agua corriente para eliminar el agar residual alrededor de las raices; enseguida
se colocaron en un recipiente que contenia una mezcla humeda de materia organica

y piedra volcanica (2:1), los cuales se mantuvieron dentro de una camara de
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crecimiento de plantas y se regaron con una solucién nutritiva a base del 25% de
sales MS durante 4 semanas, se regulo el intercambio gaseoso del interior con el
del medio ambiente removiendo parcialmente el domo de plastico que cubria a las
plantulas para lograr su adaptacion y ser llevadas a invernadero para completar el

proceso.

Los resultados se expresaron como el promedio £+ DE. Para comparar las
diferencias en los promedios entre tratamientos se utilizé6 un ANOVA simple seguido
de la prueba Tukey con un nivel de confianza del 95% (p< 0.05) utilizando el
software SAS System for Windows 9.0 (SAS, ver. 9.1; SAS Institute, Inc.).
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8. Resultados y discusion

La produccion de café en Guerrero se caracteriza por su arraigada tradicion, donde
la recoleccion manual de los frutos y el procesamiento mediante el método de via
seca son practicas comunes. Aunque el café guerrerense ha ganado
reconocimiento en eventos nacionales de prestigio, como la Taza de Excelencia
México, la produccion y comercializacién del café en el estado continuan siendo

desafios debido a la escasa atencion cientifica y tecnoldgica.

Con el fin de abordar esta situacion, el presente estudio se centra en investigar los
parametros asociados a la calidad de los granos e infusiones de mezclas de
variedades Arabica, asi como en desarrollar un protocolo de propagacién in vitro
para la variedad Oro Azteca. Este enfoque no solo busca comprender mejor la
composicién y caracteristicas del café producido en Guerrero, sino también
implementar practicas innovadoras que puedan mejorar la produccién y calidad del

café en la region.

Al combinar la tradicidn cafetalera con la investigacion cientifica, este estudio aspira
a ofrecer soluciones concretas que impulsen el desarrollo sostenible de la
Coperativa Cafeticultores ME PHAA de la Montafia. Se espera que los resultados
obtenidos no solo beneficien a los productores locales al mejorar sus procesos de
produccion y comercializacion, sino también fortalezcan la reputacién del café

guerrerense a nivel nacional.

8.1. Composicién nutrimental

El analisis bromatoldgico del café en grano verde y procesado permite conocer la
calidad y composicion nutricional de los cafés comerciales dentro de los
componentes que considera la Norma Oficial Mexicana para café tostado y molido
NMX-F-013-SCFI-2010. El contenido de proteina y carbohidratos fue similar entre
los granos tostados y MCV, mientras que el contenido de grasa fue mayor en el
CTO. El mayor contenido de humedad se determin6 en la MCV, la cual disminuye
a medida que aumenta la temperatura de tostado; en tanto que las cenizas
generadas son similares en las muestras de MCV y CTO (Tabla 9). Los contenidos
de humedad (<6.0%) y cenizas (<6.5%) en el café CTM y CTO estan dentro del
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rango establecido por la Norma; en cambio, solo el contenido de grasa del CTO
como extracto etéreo alcanza el parametro estipulado por la norma. Las condiciones
de humedad de los granos verdes deben ser del 12 al 10% para evitar el crecimiento
de hongos y bacterias, preservar las propiedades fisicas y el contenido nutricional.

Tabla 9. Componentes nutrimentales en café comercial de mezclas y variedades Coffea
arabica.

Contenido en porcentaje (%)

Granos Humedad Cenizas Grasas Proteinas Carbohidratos
MCV 8.48 +0.13** 454 +0.06* 5.09+0.89 12.34+0.29 69.56+ 1.06
CTM 423+0.14* 3.84+0.11 6.48 + 0.34* 13.04+0.28 7241+1.26
CTO 359+0.12 4.44+0.08* 815+0.63* 13.01+0.38 70.81+1.11

Almidones (Neg)

Valores de la \14ximo 6.0% Maximo 6.5% 8.0 — 18% - ART — Maximo

Norma' 550
. 0

Los valores son la media + desviacion estandar (n=3). De acuerdo con la prueba de ANOVA y

*%*

Tukey las medias con * y ** son significativamente diferentes. Humedad F= 1251.75, Tukeyo.os=

0.33; Cenizas F= 62.89, Tukeyo.os= 0.20; Grasas F= 16.26, Tukeyo.os5= 1.65; Proteinas F=
4.56,Tukeyo.05= 0.80; Carbohidratos F= 7.55, Tukeyo.os= 2.25.
"Norma Mexicana NMX-F-013-SCFI-2010; Neg = Negativo; ART = Az(cares Reductores Totales

Al analizar la composicion nutricional de los granos de café verde MCV, se observo
que estan compuestos principalmente de carbohidratos y proteinas, con un
contenido de lipidos relativamente bajo. La variacion en la composicidén nutricional
entre los granos de café verde y tostado puede atribuirse principalmente al proceso
de tostado, que influye en la liberacion de aceites y otros compuestos volatiles que
contribuyen al sabor y aroma caracteristicos del café. Estudios previos han
demostrado que el contenido de humedad disminuye y los contenidos de materia
seca, proteinas y grasas aumentan con el aumento de la temperatura de tostado.
En estudios de granos de C. arabica con tostado claro (176 °C), medio (204 °C) y
oscuro (232 °C), el contenido de humedad se redujo con el aumento de la
temperatura, mientras que los contenidos de proteina (16%) y grasa (16,2%)

50



aumentaron en el tueste oscuro. El contenido de cenizas y azucar fue similar (2

°Brix) en los tres tostados (Duangjai et al., 2021) .

El proceso de tostado también puede influir en la formaciéon de compuestos como
las melanoidinas y acidos organicos, que contribuyen a las caracteristicas
sensoriales del café, como su acidez y aroma. La variacion en los perfiles quimicos
observados puede estar relacionada con las variedades de café estudiadas y las
condiciones de cultivo. Por lo que es de importancia de comprender como el proceso
de tostado afecta la composicidn quimica y nutricional del café, lo que puede tener
implicaciones significativas para su calidad y caracteristicas organolépticas (Alamri
et al. 2022).

8.2. Analisis quimico

El analisis por CLAR permitio identificar los compuestos de mayor predominio como
el ACGy la cafeina, tanto en los granos verdes como en las infusiones de los granos
tostado, estos compuestos presentaron tiempos de retencion de 8.51 min, Amax =
209.9, 242.7 y 327.9 (ACG) y 8.88 min, Amax = 212.2 y 273.4 (cafeina) (Figuras 13y
14).

Los granos CV-Tipica presentaron los contenidos mas bajos de ACG (36.81 mg/g)
y cafeina (1.16 mg/g); debido a que la MCV estd compuesto en una mayor
proporcion de los granos de la especie Tipica (Tipica-Borbén-Oro Azteca, 40-30-
30%), el contenido de ambos compuestos en el MCV es cercano a los detectados
en esta variedad. Se ha reportado que en el café verde Arabica el contenido de CGA
oscila entre 52 — 76 mg/g y esta relacionado con la variedad de café, las condiciones
de crecimiento y el grado de madurez de los frutos (Jeszka-Skowron et al., 2016);
el contenido de ACG en las variedades Bourbon y Oro Azteca esta dentro de este

rango.
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Cuando los granos verdes se someten al proceso de tostado, el contenido de ACG
se reduce al menos un 30% dependiendo del nivel de tostado por efecto de la
temperatura y el tiempo de exposicion; ACG se hidroliza en las moléculas de fenoles
simples que lo componen, acido cafeico, acido ferulico y acido quinico (Farah &
Donangelo, 2006). Los contenidos de ACG fueron similares en granos MCV y CTM;
mientras que en los granos de CTO a 210 °C presentd una reduccion del 53% en

su contenido en comparacion con los granos sin tostar (Tabla 10).

Tabla 10. Contenido de ACG y cafeina en granos verdes y tostados de variedades de
Coffea arabica.

Granos ACG Cafeina

mg/g café

MCV 30.81+2.22 0.87+0.09
Borbon-CV 55.75 + 2.31** 1.78+ 0.12**
Oro Azteca-CV  54.63 +2.43** 1.77+ 0.15**

Tipica-CV 36.81+0.10 1164018
CTM 30.26 £ 045  2.52+0.17
CTO 1452+065  3.88+0.23*

Los valores son la media + desviacion estandar (n = 9). De acuerdo a la prueba de ANOVA
y Tukey las medias con ** son significativamente diferentes. ACG F= 328.13, Tukeyo.os=
2.66; cafeina F= 101.83, Tukeyo.0s= 0.17 en mg/g de café verde; ACG F=415.72, Tukeyo.05=
1.60; cafeina F= 678.07, Tukeyo.os= 0.20 en mg/g de café procesado.

Estudios realizados en diferentes niveles de tostado muestran que el contenido de
ACG en los granos se correlaciona con la temperatura y el tiempo de tostado,
encontrando el mayor contenido en los de tueste ligero (186.5 °C, 7:15 min) de 11.24
mg/g de café; cuando el tiempo de tostado se prolonga a un tueste oscuro (186.5

°C; 14:02 min) el contenido se redujo en un 70% (Goérecki & Hallmann, 2020).
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En los granos MCV, la variedad Tipica que predomina tiene un bajo contenido de
cafeina (1.16 mg/g) en comparacion con las otras dos variedades, por lo que el
contenido de cafeina en MCV presenta niveles bajos (0.87 mg/g) de cafeina (Tabla
2). Los valores determinados en este estudio para los cafés comerciales CTM y
CTO son inferiores a los establecidos para su comercializacién. De acuerdo con la
Norma Mexicana (NMX-F-013-SCFI-2010) el rango de contenido de cafeina es
entre 10 — 20 mg/g para café tostado. El contenido de cafeina determinado en los
granos verdes incrementd con el proceso de tostado (Tabla 10); sin embargo, este
contenido es menor a lo establecido en la norma. En un estudio realizado en cafés
de diferentes estados de México como Veracruz, Nayarit, Oaxaca y Chiapas, se
encontré que el nivel de cafeina oscila entre 2.9 — 7.0 mg/g de café tostado
(Lazcano-Sanchez et al., 2015).

Las bebidas de tostados oscuros presentan mayor contenido de cafeina, cuando los
granos se tuestan, pierden humedad, aumentan de tamafo y se vuelven porosos,
lo que permite una mejor extraccion (Tsai & Jioe, 2021). En granos de café de la
variedad Tipica de plantas cultivadas en dos lugares diferentes, el contenido de
cafeina en tostado ligero fue de 4.19 mg/g y 5.01 mg/g, cuando el nivel de tostado
se incremento a un nivel oscuro el contenido presenté un aumento (5.18 mg/gy 6.12
mg/g), un efecto similar al reflejado en este trabajo. Otros estudios en C. arabica no
han reportado variaciones en su contenido a diferentes niveles de tostado (11.9 —
13 mg/g), incluso utilizando temperaturas entre 194 — 217 °C que muestran un

comportamiento termoestable de la cafeina (Cwikova et al., 2022).

En cambio, en café Arabica de Brasil, el mayor contenido de cafeina se presento
en tostado ligero (6.42 mg g) y medio (5.77 mg/g), en comparacion con el tostado
oscuro (2.63 mg/g). Un efecto similar se reportd en los granos de café de las
variedades Tipica y Borbon, el mayor contenido se presenté en tostado claro (14.59
mg/g), seguido de medio y oscuro (5.57 mg/g). En las variedades Sidama,
Yirgacheffe y Harar, el contenido en granos verdes fue de 16.4, 15.72 'y 15.03 mg/g;
cuando los granos se sometieron a un proceso de tostado oscuro, el contenido de
cafeina se redujo a 7.96, 8.87 y 4.52 mg/g, siendo la variedad Sidama con una
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mayor reduccion 60%, seguida de Harar con un 53% (Gérecki & Hallmann, 2020;
Krol et al., 2020).

Las variaciones en el contenido de compuestos quimicos estan relacionadas con
las condiciones de temperatura, el procesamiento de los granos y la preparaciéon de
bebidas (Caporaso et al., 2014; Gérecki & Hallmann, 2020). En la preparacion de la
infusion, es esencial considerar la presion, temperatura y tiempo de contacto de los
granos con el agua, dentro de las poblaciones la cantidad de café utilizada puede
variar; por ejemplo, para cafés filtrados en Europa, Estados Unidos y Canada
generalmente se usan 7 g por 100 mL de agua, en Brasil se pueden usar 10 g
mientras que en ltalia se usan 20 g (Farah & de Paula Lima, 2019). En México, es
comun que en la preparacion del café se use una o dos cucharadas por taza de café
para la preparacion de esta bebida.

En este estudio, las infusiones se prepararon con 6.1 g de café (equivalente a una
cucharadita) por 100 mL de agua utilizando una prensa francesa debido a su
practicidad. En una taza de café (=150 mL) el contenido de cafeina varia entre 40 y
180 mg. El bebedor moderado de café consume por dia entre 200 y 400 mg de
cafeina y entre 200 y 500 mg de ACG por taza. Las infusiones de CTM utilizando
6.1 g de café en 150 mL de agua contendrian 15 mg de cafeina y 185 mg de ACG,
mientras que en infusiones CTO el contenido seria de 24 mg de cafeinay 89 mg de
ACG por taza (Pietsch, 2017).

8.2.1. Identificacion del acido clorgénico por RMN

El analisis de resonancia magnética nuclear (RMN) 'H y '3C del compuesto aislado
del extracto CTM correspondié a ACG; los datos desplazamientos quimicos y las
constantes de acoplamiento (Tabla 11 y Figura 15 y 16) corresponden a los
reportados en la literatura para este compuesto (Xu et al., 2022).
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Tabla 11. Datos espectroscopicos de RMN "H y *C (600 y 150 MHz) del 4cido clorogénico
(MeOH-d4, 6, ppm, J/HZz).

C 5 'H-acido 5 13C-acido 5'H* & '3c*
Atomo clorogénico clorogénico
1 70.24 71.06
2a 2.09 (m) 39.44 2.21 37.65
b 1.92 (dd,12.1, 12.4 Hz) (m)
3 5.23 (ddd, 5.1,5.5, 10.2 Hz) 71.29 5.17 71.06
4 3.62 (d, br, 10.1 Hz) 72.97 4.89 68.48
5 4.12 (s, br) 71.91 4.77 73.90
6a 1.98 (m) 37.21 1.84 36.66
b 1.98 (m)
1 126.03 126.05
2 7.10 (d,1.4 Hz) 115.06 7.00 114.99
3 146.07 148.80
& 148.80 145.71
5 6.82 (d,8.1Hz) 116.25 6.98 116.20
6 7.03 (dd,1.5, 8.1Hz) 121.68 7.00 114.99
7 7.52 (d,15.8 Hz) 145.18 7.42 145.71
8 6.30 (d,15.9 Hz) 115.20 6.15 114.99
9 166.74 166.18
COOH 175.88 175.38

*Datos reportados porXu et al., 2022.

HO ,COOH

O

HO N N~ NF

O
I

OH
OH

Figura 15. Estructura quimica del acido clorogénico aislado del extracto CTM de Coffea
arabica.
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8.3. Melanoidinas

Durante el tostado de los granos pueden ocurrir varios procesos quimicos como
caramelizacion, degradacion de los compuestos fendlicos y/o reacciones de
Maillard y Strecker, dando como resultado la formacion de nuevos compuestos
como melanoidinas, acrilamidas e hidroximetilfurfural (Endeshaw & Belay, 2020;
Varady et al., 2021). La estructura molecular de las melanoidinas no se conoce con
precision debido a la diversidad de acoplamientos de sus componentes (Rufian-
Henares & Pastoriza, 2015). Las melanoidinas aportan a los granos un pigmento
marron, sabor y color a la bebida y estan asociadas con la actividad antioxidante
que esta reforzada por compuestos fendlicos simples como los acidos cafeico,
ferulico y clorogénico que se unen a su estructura (Farah & Donangelo, 2006;
Moreira et al., 2012).

En este estudio, se realizaron dos procedimientos para determinar el contenido de
melanoidinas en las diferentes infusiones. En soluciones no clarificadas, las
melanoidinas estan presentes en la MCV y el contenido se duplicé en los granos
CTO después de que los granos se tostaron (~ 2.87 veces), efecto caracterizado

por una coloracion marron oscuro (Tabla 12).

Tabla 12. Contenido de melanoidinas en los cafés comerciales de variedades de Coffea
arabica.

Café mg/g de café
No clarificada Clarificada Kmix Lg™'cm™
MCV 15.41£1.15 2.04 £0.88 0.07
CT™M 85.51£5.99* 18.95 +1.9* 1.586
CTO 96.79+3.44** 29.06 £ 7.7** 1.614

Los valores son la media + desviacion estandar (n=3). De acuerdo a la prueba de ANOVA
y Tukey las medias con * y ** son significativamente diferentes. Muestras no clarificadas F=
1423.09, Tukeyoos= 4.055 en mg/g de café y muestras clarificadas F= 26.45, Tukeyo.os=
11.516 en mg/g de café.
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Las soluciones Carrez | y Il se utilizan para precipitar proteinas, eliminar turbidez y
micelas reduciendo la interferencia en el momento de las lecturas (A =420 nm). En
las muestras clarificadas el contenido de melanoidinas fue menor en comparacion
con las no clarificadas, mostrando un comportamiento similar en su contenido y
relacion con el aumento en el nivel de tostado (Tabla 15). Las muestras sometidas
al proceso de clarificacion perdieron color y presentaron la formacién de un
precipitado que puede estar relacionada con la eliminacion de compuestos de alto
peso molecular. Los contenidos de melanoidinas determinados son inferiores a los
reportados en la literatura 200 — 250 mg/g en café (Moreira et al., 2012; Pérez-
Hernandez et al., 2013)

Otros autores informan que el mayor contenido de melanoidinas se determiné en el
café soluble obtenido de Robusta de 676 mg/g y el café caracolillo Arabica tostado
con azucar el contenido de 305 mg/g, en comparacion con el de granos de café
Arabica y Robusta sin complemento alguno (Pérez-Hernandez et al., 2013). En los
granos de café verde de Brasil de las especies Arabica y Robusta, la presencia de
estos compuestos fue baja en comparacion con los granos tostados, los granos
oscuros de ambas especies presentaron los mayores contenidos, pero fueron
predominantes en los granos de Robusta. Existe una falta de estudios adecuados
que relacionen los niveles de tostado, color de los granos con el contenido de sus
compuestos principalmente cafeina, ACG y melanoidinas, entre otros (Cwikova et
al., 2022; Tsai 2021).

8.4. Evaluacion sensorial

La calidad del café depende de las propiedades fisicas, composicion quimica de los
granos y propiedades organolépticas de la bebida, como el sabor, el aroma, la
acidez, el cuerpo y el equilibrio. ElI contenido de sus compuestos quimicos
principalmente ACG, cafeina, acido cafeico, acido ferulico, acido vanilico, acido
cinamico, trigonelina y compuestos volatiles como furanos, piridinas, pirazinas y
pirroles juegan un papel importante al momento de la evaluacion sensorial (Jeszka-
Skowron et al., 2016).
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Las infusiones de MCV presentaron un pH de 5.6, las infusiones de CTM un pH =
4.74 y las infusiones de CTO un pH = 6.15. Las infusiones de CTM tuvieron mayor
acidez correlacionada con el contenido de ACG (Tabla 13) segun se determind.
Ademas, la temperatura utilizada durante el proceso de tostado de los granos de
café transforma los carbohidratos en acidos organicos que influyen en la acidez de
las bebidas. También se ha informado que las infusiones de café con mayor
contenido de cafeina tienen sabores amargos, las infusiones CTO tienen el mayor
contenido de cafeina, el sabor y el color se pueden identificar mediante pruebas

sensoriales (Duangjai et al., 2021).

Tabla 13. Perfil sensorial de la mezcla comercial de café de variedades de Coffea arabica.

Café CT™M CTO
Aroma 8.00 £ 0.16* 7.75+0.20
Sabor 7.75+0.29 7.75+0.29

Sabor residual 8.00 £ 0.20 8.00£0.20
Acidez 8.00 £ 0.61 8.00£0.13
Cuerpo 8.25 £ 0.20* 8.00£0.13
Balance 8.00 + 0.29* 7.25+0.29

Uniformidad 100 100
Limpieza de taza 100 100
Dulzor 100 100
Puntaje del catador 8.25+0.29* 751041
Puntuacion total 86.25 84.25

Los valores son la media + la desviacion estandar (n=4). De acuerdo con la prueba t-Student
(p £ 0.05) las medias con * son significativamente diferentes.

Los granos verdes carecen de sabor y olor agradable al paladar; cuando los granos
son sometidos al proceso de tostado se producen una serie de cambios fisicos como
forma, contenido de agua, densidad y color. Entre los cambios quimicos, se produce
la degradacién de azucares, ACG, cafeina y trigonelina relacionada con el sabor y
aroma de la bebida de café. La formacion de compuestos volatiles también influye
en la acidez y el aroma de las bebidas (Cortés-Macias et al., 2022; De Melo Pereira
et al., 2019; Lazcano-Sanchez et al., 2015).
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Las temperaturas de 200 — 250 °C se emplean de 5 a 20 min para el tostado de
granos de café, durante este proceso los granos adquieren colores, sabores y
aromas caracteristicos. Los atributos sensoriales establecidos por la Norma
Mexicana PROY-NOM-255-SE-2021 en fragancia/aroma, sabor, acidez, equilibrio y
puntaje catador deben presentar una puntuacién > 8, en sabor residual y cuerpo >
7.5, y en uniformidad, limpieza de taza y dulzura de 10. Los cafés naturales o cafés
enmielados de especialidad son aquellos que presentan una calificacion total de 85
- 87.75 puntos segun la Norma Mexicana.

La calidad del café depende de las propiedades fisicas y organolépticas de la
bebida, como el sabor, el aroma, la acidez, el cuerpo y el equilibrio. En el analisis
sensorial de las infusiones preparadas a partir del CTM, consideradas como café
natural de especialidad, se obtuvo una puntuacion de 86.25. Los puntos obtenidos
en cada parametro estan dentro de los valores considerados por la Norma (Tabla
13). Café natural o de proceso seco, es comun obtener aromas y sabores frutales
caracteristicos debido a la preservacion de la cascara y pulpa de la fruta (Dos
Santos et al., 2020), como los determinados en este estudio que presenta aromas
de frutas tropicales y sabores de vino blanco, uva y miel.

El puntaje del café CTO (84.25) fue menor que el requerido para ser considerado
como café especial natural, pero esta dentro de los denominados café natural
Premium (80 a 84.75 puntos) segun la Norma, atributos como aroma, sabor, cuerpo
y equilibrio presentaron el puntaje mas bajo (Figura 17). En esta bebida se detecto
un aroma floral y afrutado con sabor a datil, uva y manzana roja, con una acidez

citrica tartarica, un cuerpo jugoso-sedoso y dulzor medio-alto.

El analisis sensorial realizado en los granos CTM se encuentra dentro del rango
considerado como cafés especiales, report6 un menor sabor (7.75), un mayor
cuerpo (8.25); en el caso de los granos CTO mostraron un menor aroma (7.75),
menor balance (7.25), asi como un cuerpo mas pequefio que en los granos CTM.
En el café tostado es muy comun encontrar mezclas de variedades de C. arabica
identificando diferentes caracteristicas organolépticas influenciadas por el método

en el que se someten las cerezas para obtener los granos verdes, otros aspectos
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que deben considerarse son la altitud a la que se ubican los cultivos y el grado de

madurez.
—CTM CTO

Aroma

10

Puntaje del catador Sabor
6
4 .
Dulzor Sabor residual
2
0
Limpieza de taza Acidez
Uniformidad Cuerpo

Balance

Figura 17. Comparacion del perfil sensorial de los atributos de los cafés comerciales CTM
y CTO.

Los atributos sensoriales estan relacionados con las condiciones geograficas, el
clima, la altitud y las practicas de campo de cultivo (Cortés-Macias et al., 2022). Los
cafés comerciales analizados en este estudio son cuidadosamente recolectados a
mano considerando la uniformidad de los granos de cerezas maduras, eliminando
frutos verdes y secos de variedades de las plantas C. arabica cultivadas a partir de
1900 m.s.n.m. bajo la sombra de otros arboles nativos del lugar; ademas, durante
el secado, las cerezas se colocan en camas para evitar el contacto con el suelo y el
crecimiento de microorganismos contaminantes. Ademas, los granos seleccionados
y clasificados se almacenan en espacios con humedad controlada para preservar la
calidad de los granos verdes.

Los granos de C. arabica L. de Brasil procesados como café natural (87.8 puntos)

presentaron mejores atributos en aroma, sabor, acidez y cuerpo que el café
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enmielado (83.8 puntos), posiblemente debido a la fermentacién realizada por los
microorganismos presentes en la fruta (Stanek et al., 2021). Asimismo, el café
natural (seco, 80), humedo (85) y semiseco (86) con fermentacion de C. arabica
variedad Colombia, presentd atributos similares como cuerpo afrutado medio,
acidez fresca media y sabores a chocolate y caramelo.

8.5. Actividad bioldgica
8.5.1. Efecto antioxidante

El café es una fuente rica en antioxidantes debido a su composicion quimica. Todos
los componentes de la planta C. arabica han mostrado actividad biolégica de interés
siendo los granos lo mas estudiados debido al consumo que éste tiene; los granos
verdes presentan un mayor contenido de compuestos fendlicos lo cual se relaciona

con muchos de los efectos benéficos reportados (Acidri et al., 2020).

El efecto de los compuestos antioxidantes puede ser determinada por diferentes
meétodos de inhibicién de radicales libre, siendo los mas comunes el DPPH, ABTS,
FRAP y ORAC. En este trabajo se evaluo la actividad antioxidante de los extractos
CTMy CTO determinada por los equivalentes de Trolox y ACG relacionados con el
efecto inhibitorio de los radicales de las diferentes técnicas empleadas. El extracto
de CTM presenté mayor actividad en equivalentes por lo que fue capaz de inhibir
mejor los radicales de DPPH y ABTS, en el caso de la prueba de FRAP se pudo
comprobar una mejor reduccion del complejo férrico a ferroso, por lo que se puede
decir que no solo los compuestos identificados en este estudio tienen efecto
antioxidante, es probable que existan otros compuestos que estén contribuyendo al
efecto (Tabla 14).

La actividad bioldégica se vio relacionada con la cantidad de ACG contenido en los
extractos. De acuerdo con el Clsp, inhibicion del 50% de los radicales de DPPH y
ABTS, se requiere una mayor cantidad del extracto de CTO para tener un efecto
similar al del CTM, el cual present6 el mayor contenido de ACG (30.26 mg/g) en los
granos procesados, lo que indica que la degradacion de compuestos fendlicos
influye en la respuesta obtenida (Tabla 15).
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Tabla 14. Actividad antioxidante de los cafés comerciales con mezcla de variedades de Coffea arabica.

DPPH ABTS FRAP
Muestra eq ACG eq Trolox eq ACG eq Trolox eq ACG eq Trolox eq FeSO4
CT™M 1.60 £ 0.27* 52.74 + 4.84* 16.09 £ 0.33* 14.39+1.16 16.22 + 1.04* 14.59 £+ 2.35* 54.68 + 1.46*
CTO 1.12+0.37 42.52 + 1.91 12.49 + 0.46 1215+ 049 8.82+0.94 6.38 £ 1.40 33.30£0.63

Los valores son la media + desviacion estandar (n=3). De acuerdo con la prueba t-Student (p < 0.05) las medias con * fueron

significativamente diferentes.

Tabla 15. Concentracion inhibitoria (Clso) de los cafés comerciales de mezcla de variedades de Coffea arabica.

Concentracion Inhibitoria 50

Prueba CTM CTO CTM CTO ACG Trolox
mg/mL extracto pg/mL contenido de ACG pg/mL estandar
DPPH 2.22 +0.08* 259+ 0.05 56.92 + 1.90* 66.20 + 1.46 28.18 £ 0.83* 91.88 +3.75
ABTS 0.38 + 0.02* 0.49 +0.02 9.69 + 0.35* 12.67 + 0.44 6.51+0.16 6.29 + 0.03*

Los valores son la media + desviacion estandar (n=3). De acuerdo con la prueba t-Student (p < 0.05) las medias con * fueron

significativamente diferentes-
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En un estudio realizado en granos de C. arabica variedad Colombia se observo que
los granos tostados mostraron un mejor efecto antioxidante que los granos verdes,
esto puede estar relacionado a la desintegracion de acidos fendlicos a fenoles
simples y la formacion de compuestos de alto peso molecular generados durante el
tostado (Cortés-Macias et al., 2022).

En estudios donde se emplearon granos con tostados de la variedad Colombia
mostraron un mejor efecto antioxidante que los granos verdes, posiblemente esté
relacionado con la liberacion de pequefios compuestos durante la degradacion
como el acido ferulico, cafeico, vanilico y guayacol, y a la formacion de las
melanoidinas (Varady et al., 2021). Otras moléculas relacionadas con el efecto
principal de las bebidas son la cafeina, la epicatequina, la catequina, las
antocianinas y las melanoidinas que pueden desentrafar diversos mecanismos
para la eliminacion o inhibicion de los radicales libres (Moreira et al., 2012; Pérez-

Hernandez et al., 2013; Rufian-Henares & Pastoriza, 2015).

En granos de mezcla de las variedades Tipica-Borbon la mejor actividad
antioxidante se registro en los tostados claros y medios en comparacion a los
oscuros guardando relacién con el contenido de ACG, los granos con mayor tostado
presentacion una reduccion en su contenido del 60% (Gorecki & Hallmann, 2020).
Algo similar se registré en la variedad Catuai donde los granos con un tostado ligero
en comparacion con el tostado oscuro; los granos con tostado ligero presentaron un
mayor contenido de fenoles totales (44.20 mg de acido galico/g) y mejor actividad
antioxidante en los diferentes métodos empleados ABTS (22,933.62 pmol TE/g),
FRAP (45.85 pmol FeSO4/g) y DPPH (1150.5 ymol TE/g) (De Melo Pereira et al.,
2019).

El efecto beneficioso del café esta relacionado con su consumo, el metabolismo y
sensibilidad de las personas a los compuestos presentes en las bebidas; en
promedio, generalmente se ingieren de 2 a 4 tazas de café por dia. Los principales
paises consumidores son Estados Unidos y Europa; el mayor consumo por persona
se presenta en los paises nordicos (Cortés-Macias et al., 2022).Las propiedades
antioxidantes de la bebida de café son atribuidas al ACG y otros fenoles, a la
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epicatequinca, catequina y antocianinas, y de forma indirecta a la cafeina (Murai &
Matsuda, 2023).

Los diversos extractos del café han mostrado efectos benéficos en los organismos
vivos como actividad antioxidante, incremento en la actividad de la sintesis de
glutation, modulacion en la expresion de los oncogenes, asi como actividad
citotoxica induciendo a la apoptosis a las células cancerigenas, relacionado con
muchos de los compuestos ya conocidos y estudiados del café (Dos Santos et al.,
2020; Naveed et al., 2018; Xu et al., 2022). El estrés oxidante es un desencadenante
de enfermedades degenerativas cronicas como la artritis, la diabetes mellitus y el
cancer. Se han reportado importantes efectos farmacologicos como
antiinflamatorios, regulacion de los metabolismos de glucosa y lipidos, y
anticancerigenos en una dieta con consumo de café (Farah & de Paula Lima, 2019).

8.5.2. Actividad citotoxica

El café, al ser un producto alimenticio con alta demanda en todo el mundo, debe
estar libre de compuestos quimicos y agentes biologicos nocivos. Cuando los
granos son expuestos a altas temperaturas se promueve la formacion de
compuestos toxicos como la acrilamida y el hidroximetilfurfural, que se consideran

cancerigenos o genotoxicos (Castaldo et al., 2020; Varady et al., 2021).

De acuerdo con lo realizado en la prueba de Clso de los extractos CTO y CTM sobre
el crecimiento de la linea celular de fibroblastos 3T3-L1 a las 24 y 48h de exposicion,
se determind que las infusiones no presentaron efectos citotoxicos (Tabla 16). Se
ha determinado que un extracto vegetal es citotoxico cuando presenta valores de
Clso <100 pg/mL (Cordell et al., 1994). Las muestras comerciales (CTM y CTO)
analizadas no mostraron efectos téxicos, probablemente debido al nulo o bajo

contenido de compuestos nocivos en estos cafés.

Los estudios sobre extractos de café han reportado un efecto citotdxico en las lineas
celulares de cancer de prostata DU145 y PC3, sin mostrar efectos toxicos en lineas
celulares sanas de macrofagos (RAW 2647), hepatocitos (AML-12) o células
normales de fibroblastos CCD-18Co (Dos Santos et al., 2020).
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Tabla 16. Concentracion inhibitoria media de los cafés comerciales de las variedades de

Coffea arabica en la linea celular de fibroblastos 3T3-L1.

Clso (ug/mL)

Café

24 h 48 h
CTO >1000 216.26+27.7
CT™M 647.41+188.4 234.63+£29.6

Los valores son la media + desviacién estandar (n=3).

Uno de los compuestos toxicos mas mencionados del café es la acrilamida por la
afectacion que este puede generar en los organismos, la regulacién de este
compuesto depende de cada pais o regidn en el caso de la Union Europea donde
se cuenta con una legislacién, el limite permisible para el contenido de acrilamida
es de 400 ug/kg para el café tostado, mientras que para el café soluble es de 800
pg/kg. Diversos estudios en diferentes cafés muestran cantidades variables de
acrilamida, pero se ha demostrado que en cafés oscuros o con niveles prolongados
de tostado, el contenido de acrilamida puede ser mayor que en cafés medios o
claros (Endeshaw & Belay, 2020; Kocadagli & Gokmen, 2022). La produccion de
estos compuestos puede estar relacionada con el tamafio y la humedad de los
granos, los aminoacidos libres y el contenido de azucar, y la acidez (Cwikova et al.,
2022).

8.6. Propagacion in vitro
8.6.1. Elongacion de las yemas apicales

A los 30 dias de cultivo las yemas apicales sélo desarrollaron un par de hojas. En
los siguientes subcultivos se hizo visible la elongacion del tallo y nuevos pares de
hojas sin la formacion de brotes, el empleo de BAP para la elongacion fue necesaria
ya que la ausencia mostré un crecimiento lento o sin efecto en el explante. A los
120 dias de cultivo, en promedio se desarrollaron 3 internodos y 8 hojas por cada
yema sin la formacion de raiz o de alguna otra estructura. La finalidad de este
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proceso fue generar material bioldgico para la obtencién de segmentos nodales que

fueron empleados en el proceso de brotacion multiple (Figura 18).

Figura 18. Elongacion de las yemas apicales de Coffea arabica variedad Oro Azteca en
diferentes meses de cultivo sin formacién de brotes.

8.6.2. Induccion de brotacion

A los 30 dias en cultivo los nodos mostraron la formacion de dos brotes laterales en
los medios suplementados con BAP o en combinacion con AIA. En el segundo
subcultivo se observo la formacion de brotes nuevos en los nodos; a este tiempo,
los primeros brotes se elongaron y desarrollaron otros pares de hojas. A los 90 dias
de cultivo se registré el numero de brotes obtenidos por nodo y se clasificaron con
base a su longitud al momento de la individualizacién; aquellos con una medida
mayor a 1.0 cm se emplearon para su enraizamiento. Brotes con menor tamario se
subcultivaron en el mismo tratamiento hormonal. En general, los brotes presentaban
caracteristicas similares de color y forma de las hojas, a excepcién de los brotes
generados en el tratamiento con 6 mg/L de BAP cuyas hojas eran de color mas

verdes y mejor desarrolladas, asi como tallos de mayor grosor (Figura 19).
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Figura 19. Respuesta de la brotacion multiple de los diferentes tratamientos en los

segmentos nodales de Coffea arabica variedad Oro Azteca a los 90 dias de cultivo, a) 4.0
mg/L de BAP y 0.5 de AIA; b) 6.0 mg/L de BAP y 0.5 de AlA; c) 8.0 mg/L de BAP y 0.5 de
AlA; d) brotes individualizados de diferentes tamafios que fueron puestos a tratamiento de

enraizamiento.

A los 90 dias de cultivo el numero de brotes, la longitud de los brotes y el numero
de hojas generados en las diferentes concentraciones de BAP y en combinacién
con AlA fueron estadisticamente similares (Tabla 17). Se ha reportado que el
empleo de altas concentraciones de citocinas y baja de auxina favorecen la
formacién de brotes en diversas plantas incluyendo a las especies del género
Coffea. Las citocinas activan la proliferacion de las células meristematicas mientras
las auxinas realizan la diferenciacion de las células del primordio (Ortega Ortega,
2019). En este estudio la combinacion de BAP con AIA no incrementé la formacion

de brotes.
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Tabla 17. Efecto de las concentraciones de bencilaminopurina (BAP) y acido indolacético
(AlA) en la induccion de brotes de Coffea arabica variedad Oro azteca a los 90 dias de

cultivo.

Tratamientos en mg/L

BAP AlA No. de brotes Longitud (cm) No. de hojas
4 - 4.6 +0.45 0.69 +0.21 4.2+0.17
6 - 5.3+0.36 0.70+0.18 41+0.15
8 - 5.3+0.26 0.62 £0.19 41+0.13
4 0.5 4.0+0.29 0.70+£0.22 46+0.18
6 0.5 531042 0.61+0.26 4.3+0.20
8 0.5 4.7 +0.30 0.62 £ 0.25 43+0.13

Los valores son la media + error estandar (n = 12). De acuerdo con la prueba de ANOVA
(p < 0.05). Numero de brotes F = 1.2569, p = 0.2991; longitud F = 2.2678, p = 0.1077;
numero de hojas F = 0.1626, p = 0.8501.

En un estudio de 16 variedades de Coffea arabica empleando diversas
combinaciones de reguladores de crecimiento se registré el mayor porcentaje de
regeneracion de plantas del 73.33 % cuando se empled 2.0 mg/L de thidiazuron
(TDZ) y 0.5 mg/L de acido naftalenacético (ANA), el segundo mejor tratamiento se
presento con el uso de 2.0 mg/L de BAP y 0.5 mg/L de AIA registrando el 53.33%
de regeneracion en las mismas variedades de café (Ortega Ortega, 2019).

El uso de 11 mg/L de 6-BAP mostro la formacion de 6 a 8 brotes por nodo en las
variedades Mundo Novo y Caturra Amarelo indicando que empleo de una alta
concentracion de este regulador de crecimiento favorecio la brotacion en estas
variedades, mientras otros autores consideran que el empleo de altas
concentraciones de citocinas puede inhibir la formacién de brotes como lo
encontrado en la variedad Mundo Novo en tratamientos de 0 — 20 mg/L de 6-BAP,
registrando 6.5 brotes por nodo al utilizar 5 mg/L mayores concentraciones de este
regulador presentd un menor numero de regeneracion en esta variedad. (Da Silva
Ramos & Silva De Almeida, 2005).

En otros estudios se compar6 el uso de BA'y TDZ (2.0 — 8.0 mg/L) de manera

independiente en variedades de Oudayni, Hammady y Dawaeiry de C. arabica,
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donde el mejor tratamiento registr6 un promedio de 15 a 18 brotes en las tres
variedades por efecto de BA cuando se empled 8.0 mg/L en comparacién de TDZ
que mostro menor formacion de brotes (Shatnawi et al., 2007b). El uso de BAP para
el proceso de elongacién como de brotacidon es necesario ya que la ausencia de
esta citocina mostré que el tiempo de respuesta como de formacion es muy bajo y
lento, con lo revisado y lo realizado es posible emplear 6.0 mg/L de BAP y 0.5 mg/L
de AlA para el proceso de brotacion multiple, con los estudios revisados empleando
concentraciones menores o iguales a 8 mg mostro el mayor numero de
regeneracion. En esta etapa se requiere de probar diversas citocinas con un alto

numero de repeticiones para encontrar el mejor numero de formacién de brotes.
8.6.3. Enraizamiento

Los brotes de 1.0 cm de longitud individualizados y cultivados en medio MS sin
hormonas y/o con 1.0 mg/L de AlA se tornaron a color amarillo y necrosis en la base
de los tallos sin formar raiz hasta los tres meses de cultivos. La adicion de 0.5 mg/L
de AIA permitio la formacion de una raiz principal a estos meses de cultivo. Para los
siguientes subcultivos se utilizé el medio MS reducido al 50% de sales y de
sacarosa, y libre de regulador de crecimiento, de acuerdo con lo observado esta
condicion promovié el crecimiento y fortalecimiento de la raiz primaria, asi como la
formacion de raices secundarias. El AIA es una hormona natural presentes en las
plantas relacionada con la estimulacion de la sintesis de otras hormonas que

estimulan la formacion y elongacion de la raiz.

Figura 20. Brotes con raiz cultivados en MS y 0.5 mg de AlA; a) a los 30 dias de

emergencia de la raiz y b) elongacion a los 90 dias de cultivo.
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8.6.4. Aclimatizacion

Las plantulas se sometieron al proceso de aclimatizacion, para ello fueron colocadas
en el sustrato y se mantuvieron por un mes en el cuarto de cultivo realizando el riego
con una solucién de sales MS al 25% y control de humedad removiendo periddica
y paulatinamente el domo de plastico protector para evitar la putrefaccion y
crecimiento de hongos en las plantulas. Pasado el mes las plantas presentaban una
longitud de 2.0 a 3.0 cm en promedio las cuales fueron llevadas a invernadero para
su adaptacion completa presentando una elongacién en el tallo, formacién de hojas

con mayor tamafio, asi como crecimiento y aumento en el nUmero de raices (Figura

Figura 21. Plantas de Coffea arabica variedad Oro Azteca, a) plantas aclimatizadas de un

mes en invernadero, b) plantas con formaciéon y aumento en el numero raices, c) planta a

los dos meses en invernadero.

En el invernadero las plantas se regaron periddicamente con agua y cada 15 dias
con la solucion de MS al 25%, al mes 1 el aumento en la longitud del tallo fue notorio
con formacion de nuevos pares de hojas para los siguientes meses el crecimiento
fue constante acompafadas de hojas, registrando un porcentaje de sobrevivencia
del 85% en invernadero a los 3 meses (Tabla 18). Una tasa de adaptacion mayor al
90% indica un protocolo exitoso ya que la etapa de aclimatizacion es un proceso
importante en la micropropagacion de las plantas asi como evitar mostrar cambios

en el fenotipo de las plantas obtenidas (AL-Azab et al., 2015).
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Tabla 18. Crecimiento y formacion de hojas de plantas de la variedad Oro Azteca en

condiciones de invernadero.

Tiempo Longitud (cm) Hojas
Mes 1 44+17 12+ 1
Mes 2 82+1.2 14+1.9
Mes 3 11.1+2.1 16+ 1.6

Los valores son la media + desviacién estandar (n=10).
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9. Conclusiones

e Con base a los parametros nutrimentales establecidos por la norma NMX-F-
013-SCFI-2010, se determind que el procesamiento en seco de los frutos de
café y condiciones de tostado medio (CTM) y tostado oscuro (CTO) permite
obtener productos comerciales de calidad.

e Las variaciones en el contenido de ACG y cafeina estan relacionadas con las
condiciones de procesamiento de los granos y procedimiento de preparacion
de la bebida.

e EI ACG y la cafeina son los compuestos farmacolégicamente activos
determinados como mayoritarios en las infusiones de café verde y tostado
(CTM y CTO), cuyo contenido se modifico con la temperatura de tostado.

e El contenido de cafeina determinado en el CTM y CTO es similar al
determinado en el café producido en diferentes estados de México, siendo
menor al especificado para café tostado por la Norma Mexicana (NMX-F-013-
SCFI-2010).

e En el proceso de tostado de los granos de café se generaron melanoidinas
(CTM y CTO), cuyo contenido se incrementoé con el nivel del tostado (CTO).

e La calidad del café depende de las propiedades fisicas y organolépticas de
la bebida asociada principalmente al contenido de compuestos quimicos
como ACG, cafeina y melanoidinas, entre otros.

e El puntaje del perfil sensorial establecido por la norma PROY-NOM-255-SE-
2021 clasificé al CTM como café natural de especialidad (86.25 puntos) con
aromas de frutas tropicales y sabores de vino blanco, uva y miel; y al CTO
como café natural Premium (84.25 puntos) un aroma floral y afrutado con
sabor a datil, uva y manzana roja, con una acidez citrica tartarica, un cuerpo
jugoso-sedoso y dulzor medio-alto.

e Las infusiones del CTM (30.26 mg/g) y CTO (14.52 mg/g) presentaron
actividad antioxidante correlacionada con el contenido de ACG; compuesto
responsable de importantes efectos farmacologicos (hipolipemiante,

hipoglucemiante y antiinflamatorio) atribuidos a la bebida del café.
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Con base a las pruebas de citotoxicidad de las infusiones de CTM y CTO en
fibroblastos 3T3-L1s se determin6 que las infusiones no presentaron efectos
toxicos, infiriendo que el contenido de compuestos nocivos como la
acrilamida es bajo.

Se establecidé un proceso in vitro para la propagacion clonal de la especie
Coffea arabica variedad Oro Azteca: generacion de brotes multiples en nodos
empleando 6 mg/L de BAP sin la adicion de AIA en medio MS, el
enraizamiento de los brotes con la adicion de 0.5 mg/L de AIA y reduccion
del contenido de sacarosa y sales del medio MS.

Las plantulas de café de la variedad Oro Azteca obtenidas in vitro fueron
aclimatizadas con una taza de supervivencia del 85% de plantas en
condiciones de invernadero.

Los resultados obtenidos serviran de base para la mejora de sus los
productos actuales y una alternativa de busqueda de nuevos mercados; asi
como para la busqueda de apoyos econdmicos para la implementacion de
un sistema de renovacion de los cultivos con plantas obtenidos mediante

cultivo in vitro.
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10.Perspectivas

Divulgar los resultados obtenidos en este estudio con los productores de la
Cooperativa Cafeticultores ME PHAA de la Montafia para conocer los atributos
de sus cafés comerciales y las areas de oportunidades a mejorar.

Proponer nuevas mezclas de los granos de café verde de las variedades de C.
arabica Tipica, Borbon y Oro Azteca, y a través de los analisis quimicos y
sensoriales determinar la proporcibn de granos que cumplan con los
requerimientos marcados en las normas mexicanas.

Plantar en campos de cultivo de la Cooperativa Cafeticultores ME PHAA de la
Montafa las plantas de C. arabica variedad Oro Azteca obtenidas mediante
cultivo in vitro con el proposito de evaluar su adaptabilidad, rendimiento y
produccion tanto de frutos como de granos.

Evaluar la resistencia al hongo Hemileia vastatrix, causante de la roya
anaranjada en condiciones naturales de campo en plantas de Coffea arabica de

la variedad Oro Azteca.
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Abstract

The present review is focused to know the origin of the coftee drink, its agroindustrial position in Mexico and the world, and the
importance of its biological effects on human health. Coffee is native of Ethiopia and it was used in Arab countries as food and
as a fermented beverage due to its stimulating effect. Over the years the “Moka" infusion of green and/or roasted beans became
popular in Europe. The genus Coffea (Rubiaceae) comprises more than 100 species of which the best known are C. arabica and
C. canephora and their hybrids Colombia, Oro Azteca and Costa Rica 95, which are resistant to the rust fungus. The predominant
commercial production (70%) and infusion drinking is of C. arabica due to its cup quality, low caffeine content and fine aroma,
on its part C. canephora is mainly used as a base for instant coffee. The main consumers are the United States and countries of the
European Union, while the main producers are Brazil and Vietnam. Mexico is the tenth largest producer, with Chiapas being the
major producer and Guerrero standing out for its organic and specialty coffee by indigenous communities. Coffee beans are rich
in phenolic compounds such as chlorogenic acids (CGAs) and alkaloids like caffeine and trigonelline, their contents are reduced
after the beans are roasted. Trigonelline and CGAs confer aroma, bitterness and astringency to coffee. The main biological effects
of CGAs are antioxidant, anti-inflammatory and antidiabetic, and caffeine is a neurostimulator.

Keywords: chlorogenic acid, anti-inflammatory, antidiabetic, coffee, caffeine, Coffea.

Resumen

La presente revision fue enfocada en conocer el origen de la bebida de café, su importancia agroindustrial en México y en el
mundo, y la importancia de sus efectos biol6gicos sobre la salud del humano. El café es originario de Etiopia y se empleé en paises
drabes como alimento y como bebida fermentada debido a su efecto estimulante. Con el tiempo la infusién “Moka" de granos
verdes y/o tostados fue popular en Europa. El género Coffea (Rubiaceae) comprende miés de 100 especies, las mds conocidas son
C. arabica y C. canephora'y sus hibridos Colombia, Oro Azteca y Costa Rica 95 resistentes al hongo de la roya. La produccion
comercial predominante (70%) e infusién de consumo es de C. arabica por su calidad en taza, bajo contenido de cafeina y fino
aroma, en cambio C. canephora se utiliza principalmente como base para el café instantineo. Los principales consumidores son
Estado Unidos y la Unién Europea, en tanto que los principales productores son Brasil y Vietnam. México estd en décimo lugar
como productor, siendo Chiapas el mayor productor y Guerrero se destaca por el café orgdnico y de especialidad en comunidades
indigenas. Los granos de café son ricos en compuestos fendlicos como los dcidos clorogénicos (CGAs) y alcaloides como cafeina
y trigonelina, cuyo contenido se reduce posterior al tostado del grano. Los CGAs y la trigonelina le confieren el aroma, amargor
y astringencia al café. Las principales actividades biologicas de CGAs son antioxidante, anti-inflamatoria y antidiabética, y la
cafeina es un neuro-estimulante.

Palabras clave: dcido clorogénico, antiinflamatorio, antidiabético, café, cafeina, Coffea.
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1 Introduction

In ancient times, coffee beverage and plant were used
by travelers and to feed slaves due to their stimulant
effect (Clifford & Willson, 1985; ICO, n.d.). The
attributes of infusion of roasted coffee beans were
discovered in Ethiopia; coffee infusion was named
gahwah in Arabia and Khave in Turkey, and later
was known as coffee in Europe. Currently, there
are different techniques for obtaining infusion from
beans of Coffea arabica and C. canephora to prepare
cold and hot coffee beverages throughout the world.
Nevertheless, there are regional species of Coffea
used for the preparation of infusions in countries of
Africa and Asia (Clifford & Willson, 1985; Herrera &
Lambot, 2017).

The coffee belongs to the Rubiaceae family, the
Ixoroideae subfamily with 15 tribes, including the
Coffeeae and 11 genera together with the Psilanthus
and Coffea genera, with more than 103 species
(Anthony et al., 2011; Davis et al., 2007). Coffee
plants grow in countries with hot and humid climates
of Asia, Africa and America between the Tropics of
Cancer and Capricorn, forming the well-known coffee
belt (Bobadilla Landey, 2013).

The production and marketing of coffee are related
to its cup quality, caffeine content and aroma (Philippe
et al., 2009); Mexico is known as a coffee producer.

Nowadays, there has been a growing interest in
the research of Coffea species around the world
to take advantage of their potential to prepare
coffee drinks for the main consumer countries. The
consumption of coffee beverages is based on their
ethnopharmacological uses and biological properties
attributed to their chemical components. In the Coffea
species, the concentrations of chemical components
vary among species and cultivation places; besides,
some compounds are degraded during the roasting
process, and some of them can be toxic pollutants
(Farah & Donangelo, 2006; Ruiz-Palomino et al.,
2019; Castaldo et al., 2020; Virady et al., 2021).

2 Methodology

In this review, published articles addressing the Coffea
genus were searched for in scientific search engines
such as NCBI, ScienceDirect, Web of Science and
Google Scholar based on their titles and abstracts

then analyzed and compiled. The systematic review
of studies covering the species of the genus Coffea
was subject to the following criteria: the study (1)
was published in English: (2) addressed the traditional
or popular practices of consuming coffee beverages;
(3) considered the description and taxonomy of the
genus Coffea; (4) and addressed the production and
marketing of coffee. Furthermore, to meet the study
criteria, the articles must have integrated into tables
results of (5) the isolation of secondary metabolites
and identification techniques used; (6) the biological
activity evaluated and the models used for analyzing
infusions/extracts, phenolic compounds and alkaloids
including authorship. The chemical structures were
drawn using ChemDraw Pro 8.0 software, and the
PubChem database was used to verify the TUPAC
names of the major compounds reported in species of
the genus Coffea.

3 Species explored for the
preparation of coffee

In ancient times, ground coffee beans mixed with other
plants and animal fat were used as food by travelers.
Similarly, the beans or the fruit were fermented to
obtain a drink similar to wine, a liquor that became
popular in Arab countries. There is also evidence of
the leaves and pulp being used to prepare infusions.
The consumption of coffee spread from Ethiopia to
the Arabian Peninsula by merchants and slave traders
due to its stimulating effects, for that the origin of the
coffee drink is attributed to Arabia. In this region, it
was forbidden for travelers to visit the crops, and they
were not allowed to take the beans unless they were
roasted or boiled; later, coffee was cultivated in other
Muslim countries and in India. It has been established
that the domestication of coffee began in the high
mountains of Ethiopia in the 7th century (Anthony et
al., 2011; Reich, 2010). There is a record that in the
province of Kaffa, now Ethiopia, the attributes of the
roasted coffee bean were discovered. The cultivation
of plants and distribution of beans from Kaffa spread to
Sudan and later to Yemen, where the drink was named
“Moka", referring to the city where it was grown
(Mocha-Yemen). The “Moka" drink became popular
due to the diffusion of its consumption by the local
authorities, thus reducing the consumption of the “kat"
shrub, whose leaves and buds were chewed to obtain
stimulating effects (ICO, n.d.-b).
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Figure 1. Diagram of taxonomic classification of coffee plants. Authors elaborated this diagram based on Anthony

et al., 2011 and Davis et al., 2007.

The word coffee has an Arabic origin, “gahwah",
which means exciting; the Turks named it “kahve",
referring to the fruit of the coffee plant, and this
term spread throughout Europe until it was known as
“coffee" (Clifford & Willson, 1985; Smith, 1985).

According to the “Book of coffee", in the sixteenth
century, during the movement of travelers from Arabia
to Europe (currently Istanbul), the first establishments
for selling coffee drinks were introduced. By the
seventeenth century, this drink was consumed and
marketed in Cairo; since that time, coffee shops have
been present in European countries. The development
of the printing press and the light bulb caused
cafeterias to gain prominence, as they were used as
centers for social and political meetings (Reich, 2010).
Currently, cold and hot coffee beverages made from
beans of C. arabica and C. canephora are common
in various forms throughout the world. However, there
are other little-known species used for the preparation
of infusions that are produced and consumed locally
in countries of Africa, Indonesia and the Philippines,
including C. liberica, C. racemosa, C. stenophylla
and C. humblotiana. The species C. liberica is native
to Liberia and is cultivated in West Africa and
Malaysia. Despite being very aromatic in markets,
it is rarely accepted by consumers. In Sarawak and
Borneo, beans of this species are mixed with beans
of C. canephora to create an infusion, to which
condensed milk and sugar are added; sometimes, the
beans are roasted with margarine and sugar. The
species C. excelsa was identified at the beginning of
1900 in Africa. This species is very similar to C.
liberica, and it is rarely found in markets, although

its beans are very aromatic (Clifford & Willson,
1985; Herrera & Lambot, 2017). C. racemosa is a
lesser known species; it is cultivated in Mozambique
and in northern South Africa; the caffeine content
of C. racemosa is lower than that of C. arabica,
and it is characterized by a bitter taste, highlighting
the flavors of mint and wood (Davis et al., 2021).
The species C. stenophylla is found in West Africa,
where it is endemic to the Comoros Archipelago, and
is characterized by a mild flavor similar to that of
Arabica coffee. However, it is an unprofitable species
because its growth in culture is slow, so it is considered
an endangered species. C. humblotiana, endemic to
the Comoros Archipelago, is a different species from
others described within the genus Coffea since it
does not produce caffeine; therefore, this species
produces a naturally decaffeinated coffee product,
and its metabolic pathways are currently under study
(Raharimalala et al., 2021).

4 Coffee taxonomy

Coffee belongs to the Rubiaceae family, which
is divided into three subfamilies: Cinchonoideae,
Rubioideae and Ixoroideae (Figure 1); the latter
comprises about a fifth of the family. The subfamily
Ixoroideae is made up of 15 tribes, including the
Coffeeae DC tribe, made up of 11 genera including the
Psilanthus and Coffea genera, which have beans with
similar morphological characteristics and only differ
in flower morphology. Both genera are subdivided
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into subgenera, Psilanthus includes the subgenera
Psilanthus with 2 species and Afro Coffea with 20
species, while the genus Coffea includes the subgenera
Coffea of which there is a report of 103 species, and
Bara Coffea with 9 species. In the subgenus Coffea,
the species of Coffea arabica L., Coffea canephora
Pierre, C. liberica Bull stand out. ex. Hiern and
C. racemosa Lour (Anthony et al., 2011; Davis et
al., 2007). The first species of coffee taxonomically
identified by Carlos Linnaeus in 1750 in the Republic
of Yemen was Coffea arabica L.

5 Botanical description of the
most important species of the

genus Coffea

The genus Coffea is composed of shrubs and trees
over 10 m high, with a vertical stem (orthotropic) with
horizontal primary, secondary and tertiary branches
(plagiotropic), white flowers and red or yellow fruits
(Bobadilla Landey, 2013; ICO, n.d.-a). C. arabica
(Arabica) is a shrub that can reach a height of 5 m
with open branches (Figure 2a). It has large, oval, dark
green leaves. This species is self-pollinated, its fruit is
oval, and fruit maturation occurs within 7 to 9 months
of formation. The fruit contain two crushed seeds, and
sometimes the fruit can have a single seed known
as snail (Clifford & Willson, 1985; Lim, 2013b).
C. canephora (Robusta) is a coffee tree taller than
Arabica; it measures up to 10 m in height and gives it
a robust appearance due to the type of branching that
presents (Figure 2b). Its leaves are large, broad, and
green. The fruit is round and takes up to 11 months
to mature, so the harvest time is longer; usually, the
fruit contains two ovoid seeds of variable size that
are smaller than those of Arabica (Clifford & Willson,
1985; Lim, 2013a).

6 Geographical distribution and
cultivation of coffee in the world

Coffee is grown in countries with hot and humid
climates that are located in Asia, Africa and America
between the Tropics of Cancer and Capricorn, forming
the well-known coffee belt (Figure 3), which covers
a range of altitudes of 4,000 km (Bobadilla Landey,

Figure 2. Photographs of the main species of coffee
cultivated in the world were provided by the coffee
producers L. Gonzalez and M. Fadanelli-Figueroa:
(a) Coffea arabica in “El Encino farm" at Tierra
Colorada-Malinaltepec, Guerrero between 1,100 masl,
and (b) Coffea canephora in “El Rancho el Molino" at
Potrero-Zentla, Veracruz between 780 masl.

2013). The Arabica species grows between 1,200
and 2,000 m above sea level in areas with cool and
slightly humid climates and temperatures that range
between 15 and 25 °C. It requires soils rich in organic
matter with slight acidity or alkalinity and is grown
mainly under the shade of trees. Currently, several
varieties are cultivated in coffee-growing regions;
Typica and Bourbon were the first varieties cultivated
and continue to be the most popular in many countries
(ICO, n.d.-a; Lim, 2013b).
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Figure 3. Producing countries of the main coffee species Coffea arabica and Coffea canephora are located between
the Tropic of Cancer and the Tropic of Capricorn. Authors elaborated this map based on ICO, 2021.

The species that produces Robusta coffee is more
tolerant of a range of climate and soil conditions; it
can be grown as low as 800 m.a.s.l. and in areas
with a temperature between 18 and 36 °C. It is
mainly cultivated in open fields and adapts easily to
different types of soils with greater acidity or alkalinity
(ICO, n.d.-a; Lim, 2013a). The species C. liberica,
C. racemosa, C. stenophylla and C. humblotia can be
found in some countries of Africa and Asia at altitudes
below 1,000 m.a.s.l. (Davis et al., 2020).

7 Generation of hybrid varieties

Within the species C. canephora and C. liberica,
relevant traits and the identification of the carrier
genes that can be used in artificial interspecific
hybridization processes have been sought. During
hybridization procedures, two individuals of the same
genus are crossed to create crops with beneficial
qualities, for examples the hybrids of C. arabica
with resistance to orange rust (Hemileia vastatrix),
the coffee berry borer (Hypothenemus hampei) and
the leafminer (Leucoptera coffeella), which are the
main pests affecting coffee plants (Anthony et al.,

2011; Davis et al., 2007). The Typica and Bourbon
varieties have served as the genetic basis for the
generation of other varieties, such as Mundo Novo
(Brazil), Tico (Central America), San Ramon enano
(Costa Rica), Jamaican Blue Mountain (Jamaica) and
Caturra, a natural mutant of the Bourbon variety
identified in Brazil (ICO, n.d.-a). The best-known
is the Timor hybrid which arose naturally from a
cross between C. arabica and C. canephora, which
is resistant to rust. The Arabusta and Icatu varieties
were obtained from crosses between C. arabica, which
provides high-quality attributes, and C. canephora,
which offers resistance to pests. Crosses of C.
racemosa with Arabian varieties have been reported,
generating hybrids such as C. aramosa, with resistance
to L. coffeella and drought and low caffeine content.
Similarly, hybrids have been obtained from a cross
between C. canephora and C. congensis with drought
tolerance (Barrera, 2017; Davis et al., 2021). The
species C. liberica and C. excelsa express greater
resistance than other species to H. hampei because
their fruits have a thicker pericarp that hinders the
entry of microorganism; although no hybrid species
have been reported in the market with resistance to this
insect, these coffee species could be an alternative to
meet the demands of farmers (Barrera, 2017).
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Figure 4. Regions of Mexico from different sheds recognized as the main coffee beans producers. Authors elaborated

this map based on Flores Vichi, 2015.

8 Production, marketing and
consumption of coffee

Commercial coffee production is mainly based on
two species, C. arabica (Arabica) and C. canephora
(Robusta). The Arabica species is predominant in
cultivation, accounting for 70% of global production
due to its cup quality, low caffeine content and
fine aroma. The cultivation of the Robusta species
is lower due to its strong flavor and high caffeine
content compared to those of C. arabica; it is widely
cultivated in Vietnam, Brazil and Indonesia and is
used essentially as a base for instant coffee (Philippe
et al., 2009). According to the International Coffee
Organization (ICO), total coffee production in 2020
was 175.3 million 60 kg bags; Brazil was the main
producer with 59.3 million bags, followed by Vietnam
with 31.3, Colombia with 13.8, Indonesia with 10.7,
Ethiopia with 7.45, Honduras 5.6 with, India with
4.89, Peru with 4.45, Uganda with 4.25 and Mexico

with 3.7 (ICO, 2021). For the 2020-2021 cycle, based
on reports from the United States Department of
Agriculture (USDA), the main countries that imported
green coffee beans, roasted and soluble, were those
that make up the European Union with 30% of the total
production, followed by the United States with 19%
and Japan with 5%, with the main coffee consumers
being the European Union, the United States and
Brazil (USDA, 2021).

9 Coffee production in Mexico

Mexico ranks 11th as coffee producer worldwide and
represents 0.66% of agricultural GDP and 1.34% of
the agro-industrial production. In Mexico (Figure 4),
coffee is cultivated in 4 main regions: 1) the Gulf
of Mexico slope, which includes the States of San
Luis Potosi, Queretaro, Hidalgo, Puebla, Veracruz,
part of Oaxaca and Tabasco; 2) the Pacific Ocean
slope, including Colima, Guerrero, Jalisco, Nayarit
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and part of Oaxaca; 3) the Soconusco Region, which
includes part of the state of Chiapas; and 4) the north
central region of Chiapas (Figure 4) (Flores Vichi,
2015). In 2020, a total production of 953,682.90 t
of coffee was recorded, the State of Chiapas was the
main producer, with 378,000 t, followed by Veracruz
(235,000 t), Puebla (160,000 t), Oaxaca (86,000 t) and
Guerrero (38,000 t) (SIAP, n.d.). Mexico stands out
for its production of organic coffee, ranking second
after Peru. Organic coffee is exported to countries in
Europe and the United States. Data from the Ministry
of Agriculture and Rural Development (SADER)
indicate that 3.24% of the total cultivation area is
allocated to organic coffee cultivation, with 8% of the
producers included in the national census participating
(Otero & Elms, 2021).

The participation of 500 thousand coffee producers
has been reported, with production distributed in 15
states and 480 municipalities; entire families of men,
women and children participate in the production
process. The majority of these families belong to
indigenous communities (85%) dedicated to the
production of specialty coffee and whose cultivation
area does not exceed 3 ha (Contreras-Medina et al.,
2020; SADER, 2018). One of the main characteristics
of coffee cultivation in Mexico, compared to other
countries, is that cultivation areas can be found in
forests with high, medium and low altitudes and in
mesophilic forests and in pine-oak forests, which is
called shade cultivation. According to the ADESUR
(Strategic Alliance for the Development of the South
Pacific Region) and based on agricultural censuses in
land where coffee is cultivated at the national level,
33% of cultivation areas are found in coniferous forest,
21% are found in cloud-covered mountain forest, 14%
are found in evergreen forest, 9% are found in oak
forest, 7% are found in low deciduous forest and 6%
are found in mid-altitude deciduous forest (ADESUR,
2020). The Agricultural and Fisheries Information
Service (Servicio de Informacion Agroalimentaria
y Pesquera - SIAP) reports that 85% of national
production is based on Arabica coffee and, to a lesser
extent, Robusta coffee. Thirty-five percent of coffee
plant crops are found at altitudes greater than 900
m.a.s.l., which is considered high-altitude coffee, and
the rest of the crops are distributed between 600 and
900 m.a.s.l (Otero & Elms, 2021).

Considering the problems presented by Mexican
coffee due to pests, old plantations and low
yields, government institutions have created programs
for 10 years to strengthening the increase of
national production and consumption by people,

granting certified genetic material, certified nurseries,
technological packages, training and specialized
advice support for payment of external inspection
for organic certification, Rain Forest Alliance, 4C,
UTZ, Fair Trade among others (CEDRSSA, 2018;
SAGARPA, 2017). Coffee producers have organized
themselves into cooperatives to seek certifications
such as USDA Organic, Fair Trade, Shade Grown,
Rainforest Alliance, and Small Producer, which allows
them to enter new markets and offer their products.
In Mexico, there is a record of 600 units, called
cooperatives, 400 of them are located in the state
of Chiapas. These cooperatives obtain financing from
government banks and private banks, and technical
support from government institutions (Otero & Elms,
2021). Although production in Mexico has been
reduced by environmental factors such as droughts,
plagues and floods, worldwide production has had a
considerable increase.

Due to the Mexican population drinks mainly the
soluble coffee imported from Brazil and the roasted
coffee consumption is low (1.4 kg per person), the
government has implemented diffusion strategies to
encourage the population to consume roasted coffee.
Since then there has been an increase in the production
of specialty coffees and new coffee outlets have been
created (CEDRSSA, 2018; SAGARPA, 2017). In the
state of Guerrero, the 80% of the coffee production
cover a plantation of 45,000 ha distributed into two
areas (SIAP, n.d.): the area of Costa Grande in
the municipalities of Atoyac de Alvarez, Coyuca de
Benitez and Tecpan de Galeana, followed by the area
of La Montafa in the municipalities of Malinaltepec,
Iliatenco and San Luis Acatlan. In mountainous areas,
coffee is produced by people from the Mixtec and
Tlapaneco ethnic groups. Coffee production occurs
in polyculture incorporated into plantations of beans,
squash, chili, soursop fruit trees, avocado, banana,
pineapple, and some timber trees (Tablas Gonzilez et
al., 2021). These populations are mainly dedicated to
the cultivation of the species C. arabica of the varieties
Typica, Mundo Novo, Bourbon, Caturra and Garnica
(Hidalgo-Espinosa, 2020).

In Mexico, the processing of coffee fruit is carried
out mainly by the wet method, the 90% of the
coffee that is marketed is washed. A small amount
of honey coffee is also produced. Natural coffee is
obtained by the dry method, which is simpler and
requires little machinery (Hidalgo-Espinosa, 2020).
In mountainous regions, coffee processing is mainly
performed by a dry process, where ripe cherries are
cut and dried in the sun for 15 to 20 days until
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capulin coffee (coffee with husk) is obtained. This
coffee is sold in bulk to intermediaries such as the
ARIC (Rural Association of Collective Interest RL and
CV), CAFECO Agroindustrial del Pacifico S.A. de
C.V. and the Union of Ejidos and Communities Luz de
LaMontaia, A.C. (Delgado-Alvarado, 2018; Hidalgo-
Espinosa, 2020; Tablas Gonzilez et al., 2021). Coffee
that is not sold to marketing organizations is roasted
at the producer’s homes for self-consumption or sale
locally. Producers have organized to obtain seedlings
of coffee varieties that are resistant to pests; these
varieties include Colombia, Oro Azteca, Marsellesa,
Costa Rica 95, and Sarchimor, among others and
have replaced varieties susceptible to damage from
pests and varieties that ceased to be productive
(Delgado-Alvarado, 2018; Hidalgo-Espinosa, 2020;
Tablas Gonzilez et al., 2021).

10 Coffee-based beverages

The oldest form of preparation is the Turkish coffee;
for this, coffee powder is added to a container with
boiling water, and it is kept over a fire. The drink
produces a foamy layer, and the beans settle. This
technique is used mainly at home. In Mexico, the
most common method for preparing the Turkish coffee
involves using a clay container, with cinnamon and
brown sugar added to the product (Mestdagh et al.,
2017). Another widely used preparation process is
drip filtration or percolation. For this process, a coffee
maker and medium-ground beans are placed in a
paper filter inside a container located at the top of
the coffee maker, through which hot water passes,
and the filtered drink is collected in a glass jug.
The most common drink made with this method is
American coffee, which can be found in restaurants
and self-service stores (Caprioli et al., 2015). For the
preparation of coffee by immersion or by the French
press, a coarse grain mill is used, and a filter is attached
to a plunger at the upper end of a glass container.
The ground beans are mixed with boiling water and
left to rest for 2 to 5 min. After that time, pressure is
applied by pressing the plunger down, and the filter
removes the coffee residues; the liquid that remains
in the container is consumed. This type of coffee
is mainly consumed at home due to its preparation
method (Stanek et al., 2021). For espresso coffee, a
compact fine-ground grain in the form of a tablet is

used, and hot water (150 mL) is applied to the grain
under pressure for 25 to 30 s. Espresso is a very
strong drink and is one of the most widely consumed
drinks after the American coffee. Another method that
uses a pressurized technique is the Italian coffee or
the espresso Moka. For this type of coffee, a coffee
maker with a closed system divided into 3 sections
is used: the coffee is placed in the middle section on
a metal filter, water is added to the first section, and
the coffee maker is heated, causing boiling water to
pass through the coffee; the drink is then collected
at the top of the coffee maker (Caprioli er al., 2015;
Mestdagh et al., 2017). Another way of consuming
coffee is in cold preparations. These preparations use
some of the previously described techniques and can
be performed with water or cold milk; flavoring,
creams and other ingredients can be added to the
drink for embellishment. Cold coffee preparations are
one of the drinks of choice among young populations
(Mestdagh et al., 2017). Soluble coffee is made by
the infusion process, with beverages obtained from
dried and pulverized coffee by different methods. In
one process, hot air is applied to evaporate remaining
water in coffee beans, leaving a fine coffee powder. In
another method, frozen infusions are lyophilized at -
40 °C and subjected to vacuum pressure to evaporate
remaining water to obtain dry coffee crystals. Soluble
coffee is one of the most widely consumed types of
coffee due to its practicality, since only hot water is
needed to rehydrate the coffee powder and obtain a
beverage (Caprioli et al., 2015; Mestdagh et al., 2017).

The quality of coffee depends on the physical
and organoleptic properties of the beverage, such
as flavor, aroma, acidity, body and balance. The
storage of the beans is essential to preserve their
physical and organoleptic characteristics since they
are kept in jute sacks and in many cases there is no
humidity control, which allows the development of
microorganisms that can contaminate the beans, one
option is to control of relative humidity and use of
atmosphere packaging preserving the properties of
green coffee beans for one year (Trujillo-Carretero et
al., 2022).The quality of the drink is also associated
with the contents of its chemical compounds, mainly
chlorogenic acids (CGAs); caffeine; trigonelline;
volatile compounds such as furans, pyridines,
pyrazines, and pyrroles; hydroxybenzoic acids such as
vanillic; and hydroxycinnamic acids such as cinnamic
(Farah & Donangelo, 2006).
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Table 1. Chemical compounds and biological activity reported for infusions of roasted beans from Coffea arabica

species.

Analysis method Compounds Biological activity Reference
Colorimetric  and  high- Total polyphenols  Antioxidant - DPPH, ABTS  Duangjai et al., 2021
performance liquid  Chlorogenic acid Caffeine and FRAP
chromatographic (HPLC)

Total phenolics ~ Total Antioxidant - DPPH and Jungeral., 2021
flavonoids Chlorogenic acid FRAP
Caffeine
Total polyphenols Caffeine Antioxidant -  DPPH, Muzykiewicz-Szymanska er
Flavonoids ABTS, FRAP, PFRAP and al., 2021
CUPRAC
Acrylamide Total Antioxidant - DPPH and Endeshaw & Belay, 2020
polyphenols Flavonoids FRAP
Total  phenolic  content Antioxidant - ABTS  Hutachok er al., 2020
Caffeic  acid  Caffeine Antiplatelet - Measurement
Chlorogenic acid of platelet aggregation
Cyclooxygenase (COX)
inhibitors
Total phenolic Ascorbic acid ~ Antioxidant - ABTS Vizquez-Sinchez er al.,
P-coumaric  Caffeic acid Antidiabetic - a-glucosidase 2018
Chlorogenic acid Caffeic  inhibition
acid Catechin
HPLC Total phenolics Phenolic  Not reported Krél er al., 2020

acids Flavonoids

Caffeic  acid  Caffeine
Chlorogenic acid
Ferulic acid Gallic acid
Hydroxybenzoic acid

Protocatechuic acid Sinapic
acid Vanillic acid

Caffeic acid  Caffeine

Chlorogenic acid

Apoptotic - Expression of
Bcl-2, Bax, caspase 3 and
VEGE.  Anti-inflammatory
- Determination of
inflammatory markers
TNF-a, IL-18, NF-«B and
BDNE. Neuroprotective -
Expression of biomarkers of
oxidative stress in a model
of injury induced by cerebral
ischemia in rats.

Antioxidant - ABTS

Rizk er al., 2021

Lazcano-Sanchez er al.,
2015

Not reported

Not reported

Antioxidant - GHS
measurement Anti-
inflammatory - Expression
of TNF-e, IL-6, iNOS,
IL-18 and COX-2 levels
in a mouse model with
septic shock induced by
lipopolysaccharide (LPS).

Choi er al., 2018
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Table 2. Chemical compounds and biological activity reported for infusions of green beans from Coffea arabica

species.
Analysis method Compounds Biological activity Reference
HPLC Total polyphenols Caffeine Antioxidant - DPPH, Muzykiewicz-Szymariska er
Flavonoids ABTS, FRAP, PFRAP and al., 2021
CUPRAC
Caffeic  acid  Caffeine Apoptotic expression of Rizkeral., 2021
Chlorogenic acid Bcl-2, Bax, caspase 3 and
Ferulic acid Gallic acid VEGE Anti-inflammatory
Hydroxybenzoic acid - Determination of
Protocatechuic acid Sinapic  inflammatory markers
acid Vanillic acid TNF-a, IL-18, NF-xB and
BDNE. Neuroprotective -
Expression of biomarkers of
oxidative stress, in a model
of injury induced by cerebral
ischemia in rats.
Caffeic  acid  Caffeine Antioxidant - ABTS Lazcano-Sanchez er al.,
Chlorogenic acid 2015
Colorimetric and Total polyphenols Total Antioxidant - ABTS  Prandieral., 2021
spectrophotometry flavonoids Caffeine Tannins ~ Antimicrobial in a simulated
stomach model in the
presence of E. coli F4
and  Streptococcus  suis.
Anti-tyrosinase activity -
Optimized inhibition of the
enzyme tyrosinase
Colorimetric Total phenolic Total ~Antioxidant - Enzymatic ~Al-Megrin ef al., 2020

flavonoids

regulation of  oxidative
stress. Anti-inflammatory -
Pro-inflammatory cytokines
in a diabetic rat model

11 Active compounds identified in
the beans of Coffea species

The chemical composition of C. arabica is the most
well-studied, followed by that of C. canephora and
other coffee species. Spectroscopic analyses show
that the main components in green and roasted
beans are phenolic compounds, highlighting phenolic
acids such as chlorogenic (CGAs) (Figure 5a, b, c),
caffeic, ferulic, p-coumaric, vanillic and sinapic acids,
as well as the flavonoids quercetin, isoquercitrin,
rutin, epicatechin and catechin and tannins (Tables 1
and 2). These compounds have been quantified by
determining the total phenolic compounds and total
flavonoids using colorimetric techniques. Infusions
of coffee beans, both green and roasted, have been

chemically analyzed because the infusion process
is generally used in the preparation of beverages
commonly known as coffee (Tables 1 and 2). The
chemical analyses by spectrophotometry carried out
in different studies have shown that the predominant
compounds in the beans of both Arabica and Robusta
are CGA and caffeine; in addition to these compounds,
many important associated biological activities have
been identified. The CGA content varies between
6% and 12% of the dry weight of green beans
and gives astringency to the beverage (Farah &
Donangelo, 2006; Gérnas et al., 2016; Mengistu et
al., 2020). Another group of compounds identified
in the coffee bean are the alkaloids caffeine and
trigonelline (Tables 1 and 2, Figure 5 d, e); these
compounds are responsible for bitterness and aroma
in the final beverage. The concentration of trigonelline
in seeds ranges between 0.39% and 1.77%, while that
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of caffeine ranges between 0.5% and 4% (Mengistu
et al., 2020). Higher concentrations of trigonelline are
found in C. arabica than in C. canephora, and 90% of
this compound is degraded during roasting, forming
mainly niacin, pyridines and some pyrroles (Hutachok
et al., 2020; Mengistu et al., 2020). In Arabica
and Robusta coffee beans, procyanidins, anthocyanins,
mangiferin, tannins, lignans, catechin and epicatechin
have been reported as minor compounds (Hutachok
et al., 2020; Khochapong er al., 2021; Ontawong
et al., 2019). The content of phenolic compounds
and caffeine is related to the species of coffee, the
soil where plants are grown, the harvesting process
and the processing of the beans. In the species C.
arabica, a higher content of CGAs (6.0-11.5%) was
found, while in C. canephora, it was between 4.0
and 8.0%. Caffeine is found in greater quantities in
the species Robusta between 1.7 and 4.0%, while in
Arabica, its content is lower, ranging between 0.8 and
1.4% (Babova et al. 2016). The CGA content and
the quality of beans depend on the altitude where
plants are grown, which determines the time needed
for the fruit to form and mature (Babova et al.,
2016; Mengistu et al., 2020). C. arabica plants of the
Typica and Bourbon varieties fertilized with nitrogen
have higher caffeine contents (57.9 mg) than plants
grown organically (48.1 mg of caffeine). On the other
hand, the contents of polyphenols and phenolic acids
are higher in organic crops (Table 3) because they
act as a natural protection for plants (Gérecki &
Hallmann, 2020; Krdl et al., 2020). The content of
chemical compounds in coffee beans also depends

on the processing and storage of the beans, the time
and level of roasting of the beans, and the type of
preparation and extraction used to create beverages
(Hutachok et al., 2020; Jeszka-Skowron et al., 2016;
Virady et al., 2021). During the roasting of coffee
beans, some of the chemical components in the beans
are degraded; for example, the decrease in the content
of phenolic compounds is correlated with the roasting
temperature and time, and it has been reported that
the CGA content is lower than 6%. The content of
caffeine can vary between 1.2% and 2.4% (Hutachok
et al., 2020; Mengistu et al., 2020). The compounds
identified in the different varieties of C. arabica, such
as Typica, Bourbon, Mundo Novo and Caturra, are
the phenolic acids, flavonoids and caffeine, and their
content depends on the crop area and type (Table
3). For chemical analyses, aqueous extractions of the
beans have been performed, resulting in chlorogenic
acids, caffeine, nicotinic acid, soluble melanoidins and
hydrophilic volatile compounds. Chemical analyses
of other components of coffee plants, such as peel,
pulp and leaves have also been performed using
organic solvents, such as methanol and ethanol, for the
extraction of the compounds (Table 4). Compounds
such as caffeine and ferulic, caffeic and CGA acids
have also been found in the beans. Another species
studied due to its importance and high demand in the
market and widespread consumption is C. canephora;
both green and roasted beans of this species as well
as soluble coffee have been studied, highlighting the
presence of CGAs and caffeine (Table 5).

Table 3. Chemical compounds and biological activity reported for infusions of beans from Coffea arabica varieties.

Variety Extraction Analysis method Compounds Biological activity Reference
Typica-Bourbon Infusion of roasted HPLC Total poliphenols Total ~ Antioxidant - ABTS Gérecki & Hallmann,
beans phenolics acids Caffeic 2020
acid Chlorogenic acid
Gallic acid Salicylic
acid
Catuai/Vermelho- Infusion of green and Colorimetric and Total phenolic  Antioxidant - DPPH, Souza er al., 2020
amarelo roasted beans HPLC/PDA Caffeic acid Caffeine FRAP, ABTS and
Chlorogenic acid ORA Antiproliferative
in  prostate  cancer
cell lines (PC-3 and
DU-145)
Typica, Bourbon,  Infusion of roasted and ~ Colorimetric Total phenolic Total Antioxidant - DPPH  Ozunaeral., 2020
Mundo Novo and ground beans flavonoids and ABTS
Caturra
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Table 4. Chemical compounds and biological activity reported in cherry, peel and leaves from Coffea arabica

species.
Extraction Analysis method Compounds Biological activity Reference
Beans roasted with Ultra-high resolution Total  polyphenolics Not reported Virady et al., 2021
methanol 80% mass spectrometry  Acrylamide Caffeine
(UHRMS) Heavy metals
Hydroalcoholic (70%) HPLC/UV Caffeine Chlorogenic ~ Antioxidant - DPPH, Nemzer et al., 2021
of cherries acid Trigonelline FRAP. ORAC.
HORAC;  NORAC,
SORAC and SOAC.
Enzymatic inhibition
of a-glucosidase,
a-amylase and AChE
activity
Ultrasound-assisted HPLC-UV/VIS Total phenolic Total Antioxidant  activity Silva et al., 2020
extraction with Flavonoids Condensed - ABTS, DPPH and
water, ethanol  or tannins FRAP
water/ethanol from
hulls
Silver film infusion of Ultra-High Total phenolic  Antioxidant - ABTS, Castaldo et al., 2020
roasted beans Performance  Liquid Caffeine Chlorogenic DPPH and FRAP
Chromatography acids Theobromine
and Orbitrap High Theophylline
Resolution Mass  Trigonelline
Spectrometry Analysis  Melanoidins

(UHPLC-Q-Orbitrap)

Extraction with  Colorimetric Total phenolic content  Antioxidant - DPPH Ngamsuk et al., 2019
methanol 70% of fresh  and HPLC-mass  Total procyanidins
and dry leaves spectrometry Caffeine Chlorogenic
(HPLC/MS) acids
Leaves with methanol ~ HPLC/DAD and UV-  Total phenolic content  Antioxidant-DPPH Segheto et al., 2018
spectrophotometry Total flavonoids and FRAP and g-
Chlorogenic acid  carotene/linoleic
Mangiferin acid  assays.  Anti-
inflammatory-
Immediate-type
hypersensitivity
reaction in a
histamine-induced
car edema model
Pulp fermentation Colorimetric Total phenolic Enzymatic  activity- Pefia-Maravilla et al.,
Expression of 2017
cellulolytic and

xylanolytic enzymes

12 Compounds generated by
roasting the beans

degradation, pyrolysis and caramelization. The change
in the color of the beans during roasting from blue-
green to yellow, orange, brown and black is an

For the roasting of coffee beans, temperatures between
200 and 250 °C are applied for 5 to 20 min; these
temperatures stimulate the Maillard reaction, Strecker

indicator of the degree of roasting. Many acids are

degraded in this stage, but high molecular weight
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compounds are also formed. The Maillard reaction is
a nonenzymatic reaction between the amino groups of
free amino acids such as asparagine, glutamic acid
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Table 5. Chemical compounds and biological activity reported for beans from Coffea species.

Species Extraction Analysis Compounds Biological Reference
method activity
Coffea Aqueous due to HPLC/MS Mono- Antioxidant Budryn er al.,
canephora overpressure  of chlorogenic - DPPH 2017
roasted beans acids Di- Regulation
chlorogenic of oxidative
acids stress in STC3
cell lines.
Accumulation of
lipids in 3T3LI
adipocyte lines
Coffea arabica Green beans HPLC-DAD Total  phenolic  Antioxidant - Jeszka-Skowron
and Coffea  infusion Caffeine CUPRAC etal. 2016
canephora Chlorogenic
acid
Coffea arabica Infusion of HPLC and Total phenolic Antioxidant - Goébrnas et al.,
and Coffea  roasted beans Colorimetric acids FCR, MCA, 2016
canephora DPPH, FRAP
and TRAP
Coffea arabica  Green HPLC/MS Caffeine Antioxidant - Babova er al.,
and Coffea  beans/ethanol- Chlorogenic DPPH 2016
canephora water acids

Table 6. Chemical compounds and biological activity reported in the pulp of fruits of Coffea arabica.

Extraction Analysis Compounds Biological activity Reference
method

Aqueous pulp Spectrophotometry Total phenolic  Antioxidant activity - DPPH and FRAP. Khochapong et
UV/vis Anthocyanins Caffeine  Antimicrobial - test by disk diffusion al., 2021

Pulp infusion

Pulp infusion

Ethanolic
extraction by
sonication of
pulp and husk
Pulp in 80%
methanol,  80%
acetone and 80%

ethanol
Methanolic
fraction of a
dichloromethane

extract (95%) of
pulp

Colorimetric

Colorimetric

and liquid
chromatographic-
mass
spectrometry
(LC/MS)
Colorimetric and

HPLC

Colorimetric

HPLC -
quadrupole-time
of flight mass
spectrometry

(QTOF)

Chlorogenic acid

Total phenolic content

Total phenolic content
Caffeine Chlorogenic
acid

Total phenolic Caffeic
acid Chlorogenic acid
Total flavonoids Total
tannins

Total phenolic content

Total phenolic content
Caffeic acid Caffeine
Epigallocatechin
gallate p-coumaric
acid Total flavonoids

method in Escherichia coli TISTR 780
and Staphylococcus aureus TISTR 1466.
Renoprotectors - Renal organic cation
and anion transporter function in a rat
model of DM2

Antioxidant - ABTS and DPPH
Antibacterial - Determination of the
minimum inhibitory concentration and
the minimum bactericidal concentration
in Gram-negative and Gram-positive
bacteria

Antioxidant - DPPH, ABTS and FRAP.
Antifungal - in vitro and in vivo
antifungal assays

Antioxidant - DPPH

ABTS and DPPH
against Alternaria
Pestalotiopsis  sp. and
Paramyrothecium breviseta.

Antioxidant -
Antifungal
brassicicola,

Boonphang et
al., 2021

Duangjai et al.,
2016

Alvarado-
Ambriz er al.,
2020

Geremu et al.,

2016

Sangta et al.,
2021
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and aspartic acid and the carbonyl groups of reducing
sugars such as glucose and fructose, giving rise
to compounds such as melanoidins and acrylamides
(Endeshaw & Belay, 2020; Virady et al., 2021).
Melanoidins give the beans a brown pigment and
flavor and color to the beverage. In addition, these
compounds are associated with antioxidant activity
that is enhanced by simple phenolic compounds
such as caffeic, ferulic and chlorogenic acids binding
to their structure. Acrylamides are considered toxic
pollutants since they can be carcinogenic or genotoxic
(Castaldo et al., 2020; Vérady et al., 2021).

13 Agroindustrial residues or
coffee by products

During the cultivation and processing of coffee fruits,
products such as leaves, pulp, silver skin and peel
are discarded and are considered agro-industrial waste.
These byproducts have been used to generate compost
or organic fertilizer used to fertilize crops; some
of the compounds reported in beans, such as CGA
and caffeine, as well as other compounds, such as
epicatechin, catechin and anthocyanins, have been
found in these residues (Table 6). (Boonphang er al.,
2021). These compounds, which have repellent and
antifungal or allelopathic effects, can act as a defense
against insects and pathogens in cultivated plants (Li ef
al., 2022). In aqueous extracts of C. arabica pulp, the
contents of epicatechin (0.18 mg) and catechin (0.26

mg) per gram of pulp were determined (Ontawong
et al., 2019); in leaves of C. arabica extracted with
70% methanol, the content of catechin and epicatechin
was 2.24 mg/g of leaves (Ngamsuk et al., 2019). The
theobromine (0.3 mg/g) and theophylline (0.1 mg/g)
contents in the silver skin of C. arabica were reported;
these alkaloid compounds serve as ingredients in
energy drinks (Castaldo et al., 2020).

14 Biological activities of coffee

Naturally, the phenolic compounds in the leaves of
Coffea (Table 7) are not only active during various
phenological stages and plant growth but also act
as a defense mechanism against external factors
such as infection by pathogens or pests (Segheto et
al., 2018). The main biological properties reported
for coffee infusions are associated with antioxidant,
anti-inflammatory, antidiabetic, antibacterial, and
anticancer activities, among others (Jeszka-Skowron
et al., 2016; Khochapong et al., 2021). Oxidative
stress is a trigger for chronic degenerative diseases
such as diabetes, cancer, aging, inflammatory diseases
and cardiovascular diseases (Nemzer et al., 2021).
The antioxidative properties of coffee infusions have
been studied using classical and widely used in vitro
techniques; these properties are mainly attributed to
CGA and caffeine, although other compounds that
influence antioxidative properties, such as epicatechin,
catechin and anthocyanins, have also been reported
(Hutachok e al., 2020; Nemzer et al., 2021).

Table 7. Biological activity of the main compounds of Coffea species.

Compounds

Biological activity

Reference

Chlorogenic acid

In plants, it acts as a defender against
microorganisms and protects against UV
rays Improves glucose and lipid metabolism

Bhandarkar et al.,
2019; Stefanello et
al., 2019; Vizquez-

Antioxidant Anti-inflammatory Sénchez et al., 2018
Caffeine CNS stimulant Improves glucose and lipid Ludwig er al., 2014;

metabolism Nuhu, 2014
Melanoidins Antioxidant de La Cruz et al., 2019
Trigonelline Anticancer Anti-hyperglucemic Analgesic Nuhu, 2014

Catechin and epicatechin

Naturally, they act as a defense against
insects and pathogens in crops, showing
antifungal and repellent actions Antioxidant
Antimicrobial properties

Lietal., 2022
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The anti-hyperglucemic effect of coffee cherry
extract and roasted bean waste of C. arabica has been
attributed to the inhibitory activity of the enzymes
a-glucosidase and a-amylase (Nemzer et al., 2021;
Vizquez-Sanchez et al., 2018). Likewise, glucose
regulation by CGA is mediated by the inhibition
of glucose-6-phosphatase activity to reduce glucose
production in the liver. Another regulatory pathway is
the decrease in the expression of sodium-dependent
glucose transporters to reduce their absorption in
the small intestine (Bhandarkar et al., 2019). The
apoptotic, anti-inflammatory and neuroprotective
potential of aqueous extracts of green and roasted
coffee was demonstrated in a rat ischemia model;
the administration of these extracts reduced serum
glucose levels after ischemia/perfusion surgery. The
pro-apoptotic markers Bax and caspase-3 decreased
due to the intake of coffee extracts; simultaneously,
the anti-apoptotic protein was overexpressed. Both
extracts improved neuronal function and survival;
improvements were associated with reductions
in oxidative stress by measuring the levels of
NO, a marker of neuropathy and the marker of
lipoperoxidation, malondialdehyde. The extracts also
increased the levels of the antioxidant enzymes
catalase and superoxide dismutase (SOD) and reduced
the levels of the pro-inflammatory cytokines nuclear
factor kappa B (NF-xB) and tumor necrosis factor-
alpha (TNF-a) (Rizk et al., 2021). The effect of green
coffee of the species C. arabica on testicular damage
was evaluated in a diabetic rat model. The levels
of testosterone, luteinizing hormone and follicle-
stimulating hormone were reduced in diabetic rats
and increased after the administration of the green
coffee infusion. The levels of the antioxidant markers
glutathione, SOD, catalase, glutathione peroxidase
and glutathione reductase increased, while the levels
of NO and malondialdehyde decreased. The levels
of anti-inflammatory markers (IL-18 and TNF-qa)
and apoptotic markers (Bax and caspase-3) also
decreased, which reduced testicular damage (Al-
Megrin et al., 2020). In studies conducted with the
pulp of C. arabica, CGA, catechin, and polyphenols
were the main compounds found. The aqueous
extract of the pulp of this species was evaluated
in a diabetic rat model; the extract reduced the
levels of glucose and triglycerides in plasma and
improved insulin resistance. Likewise, it reduced
renal damage by offering a renoprotective effect by
modulating the function of transport proteins that
reduce the accumulation of triglycerides in the kidney
and lipid peroxidation and oxidative stress in renal

epithelial cells through the modification of the mRNA
expression of antioxidant enzyme genes, specifically
catalase and Cu-Zn-dependent SOD (Boonphang
et al., 2021). The extracts of different infusions
of roasted C. arabica beans inhibited the platelet
aggregation induced by adenosine diphosphate (ADP),
collagen, epinephrine and arachidonic acid in a dose-
dependent manner. Likewise, they showed a greater
inhibition in the activity of the cyclooxygenase (COX)
enzymes COX-1 and COX-2 than CGA and caffeine
standards, indicating that the CGA and caffeine
present in the extract can act synergistically in anti-
inflammatory and antioxidant processes (Hutachok et
al., 2020). In a study using the aqueous extract of
the pulp of C. arabica fruits, the antimicrobial and
antioxidant evaluation of the extract was carried out
before and after being subjected to an in vitro digestion
model. The extract inhibited the growth of Escherichia
coli TISTR 780 and Staphylococcus aureus TISTR
1466 bacteria; the evaluation with the digested
extract reduced the antimicrobial activity against
E. coli and S. aureus, however, for Lactobacillus
acidophilus TISTR 1338 showed no effect before
and after digestion. The antioxidant activity of the
extract was reduced after the digestion process.
The biological activity is related to the number
of compounds present in the extract since their
content decreased in the digested extract (Khochapong
et al., 2021). Methanolic extracts of C. arabica
pulp showed fungicidal activity against Alternaria
brassicicola (IC50=0.09 g/mL), Pestalotiopsis sp
(IC50=0.31 g/mL) and Paramyrothecium breviseta
(IC50=0.14 g/mL). Similarly, ethanolic extracts
of pulp and peel (1.0-2.0 mg/mL) of C. arabica
inhibited ~80%) the growth of Aspergillus niger,
Botryris cinerea and Rhizopus stolonifer. In the
in vivo assay using strawberries as substrate (0.4
and 2.0 mg/mL), the ethanolic extract inhibited the
development of fungi in a similar way to carbendazim
(methyl benzimidazole-2-yl carbamate), a systemic
fungicide. Methanolic and ethanolic extracts from
coffee residues are an alternative for fungal control
in various crops, including coffee (Alvarado-Ambriz
et al., 2020; Sangta et al., 2021). Trigonelline reduced
the blood glucose levels in a rata model of diabetes
mellitus and it also shown beneficial effects in rats
displaying peripheral neuropathy. This compound
induces apoptosis as an inhibitor of Nrf2 gene
transcription in pancreatic cancer (Nuhu, 2014).

It has a proven antidiabetic effect; its
administration to model rats suffering from diabetes
mellitus has resulted in reduced blood glucose levels in
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oral glucose tolerance test. It has also shown beneficial
effects in rats displaying peripheral neuropathy, a
condition for which there is no effective drug for its
treatment. Its function as an inhibitor of Nrf2 gene
transcription has caused pancreatic cancer cells to
be more susceptible to cell death through apoptosis
(Nuhu, 2014).

15 Chlorogenic acid and caffeine
as the main components of
coffee

Caffeine and CGA are the main chemical components
within the genus Coffea (Figure 5). The CGA
compounds are formed by esterification of trans-
cinnamic acids (caffeic acid or ferulic acid) with quinic
acid, from which subclasses of caffeoylquinic (CQA),
feruloylquinic (FQA) and dicafeoylquinic (diCQA)
acids are formed (Babova et al., 2016). Chlorogenic
acid (5-CQA) is found in high concentrations (6-
12% of the dry weight) in green coffee beans (C.
arabica) and degrades during the roasting process; the
content of 5-CQA depends on the roasting temperature
(Ruiz-Palomino et al., 2019). In green beans C.
canephora from Uganda, 3 CGAs were identified and
quantified: acid 3-O-cafeoylquinic (3-O-CQA), 4-O-
caffeoylquinic (4-O-CQA) and 5-O-caffeoylquinic (5-
0-CQA). The predominant CGAs were 5-O-CQA,
with a 77% of the total content and 4-O-CQA with
a 13%, while 3-O-CQA a 10% of the total content.
These CGAs were found in very similar proportions
in Arabica coffee from Brazil (Jeszka-Skowron et al.,
2016). During the process of coffee roasting, CGA
can be isomerized, hydrolyzed or degraded into low
molecular weight compounds (Farah & Donangelo,
2006). For Robusta coffee, the total content of CGAs
(monochlorogenic and dichlorogenic) in a green bean
extract was 54.35%:; in beans roasted at 230 °C for 12
min, the CGA content was reduced by 24% (Budryn
et al., 2017). Depending on the species, the form of
extraction and the roasting process, between 70 and
350 mg of CGA can be ingested in a 200 mL cup of
coffee, 30% of which is absorbed in the small intestine;
the rest reaches the colon, where it can be hydrolyzed
by the intestinal microflora to obtain caffeic acid and
quinic acid, compounds with antioxidant properties
(Godos et al., 2014). Tt has been determined that
the antioxidative properties of caffeine are related to
increased levels of reduced glutathione (GSH) due

to greater absorption of cysteine in the presence of
caffeine and its ability to eliminate reactive oxygen
species (ROS), particularly the hydroxyl radical (-
OH), it is the main target being the adenosine
receptors involved in the regulation of ROS production
(Stefanello et al., 2019). In in vivo tests, antioxidant
activity has been determined based on the actions
of regulatory enzymes that protect against oxidative
damage, such as SOD and GHS reductase (Al-Megrin
et al., 2020; Choi et al., 2018; Kwak et al., 2018;
Nemzer et al., 2021). Other functions associated with
CGA are anti-inflammatory activity and the regulation
of glucose and lipid metabolism (Bhandarkar et al.,
2019). In metabolic syndrome conditions, CGA has
beneficial effects on glucose and lipid metabolism.
In the case of lipids, it reduces serum and hepatic
levels of cholesterol and triglycerides, inhibits fat
absorption and activates fat metabolism in the liver
(Samrid et al., 2018). The effect of the inhibition
of glucose-6-phosphate by CGA has helped in the
regulation of blood glucose, its absorption in the small
intestine, and the degradation of glycogen, making
it a potential agent for the treatment of diabetes. In
skeletal muscle, CGA is an important activator of the
AMP-activated kinase (AMPK) pathway, increasing
the gene expression of glucose transporters (GLUT-4)
and therefore reducing blood glucose levels (Naveed
et al., 2018). in vitro studies were used to assess
the inhibition of a-glucosidase and @-amylase using
an extract of the coffee cherry (C. arabica), CGA
and acarbose, a drug used in diabetic patients. The
treatments inhibited both enzymes, presenting mean
inhibitory concentrations (ICsp) in the a-glucosidase
test of 33 mg/mL, 2.1 mg/mL and 1.25 mg/mL for
the extract, CGA, and acarbose, respectively; in the
tests of @-amylase, the ICs, values were 15 mg/mL
for the extract, 2.8 mg/mL for CGA and 0.008 mg/mL
for acarbose (Nemzer et al., 2021). Caffeine (1,3,7-
trimethylxanthine) is a heterocyclic alkaloid that has a
purine base known as xanthine (Figure 5d). Caffeine
exerts several physiological effects in humans, most
of them associated with the functions of the central
nervous system (Jung et al., 2021). Caffeine acts as
an antagonist of adenosine receptors in the brain;
this function is better known as neuromodulation and
enhances energy expenditure (Hu et al., 2019). In
green beans of C. arabica, caffeine contents up to
1.45% have been reported, while in the species C.
canephora, caffeine contents up to 2.38% have been
reported (Babova et al., 2016). In Arabica coffee from
Brazil, 36.2 g of caffeine per kg of the extract was
observed; in Robusta beans from Vietnam, the content
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was 74.3 g/kg (Jeszka-Skowron et al., 2016). In the
Typica and Bourbon varieties of C. arabica, 73%
of the caffeine contents were preserved in a light
roast, while in medium and dark roasts, the caffeine
content was reduced by 58% and 28%, respectively
(Gorecki & Hallmann, 2020). The caffeine contents
in a beverage will depend on the type of mixture
and the water/coffee ratio. In a cup of Arabica coffee
(150 mL) made with drip infusion (one of the most
widely consumed beverages), the caffeine content can
range from 80-120 mg; in espresso coffee, the content
can range between 50 and 100 mg. (Pietsch, 2017).
Studies have shown that the consumption of 400 mg
of caffeine per day can benefit health by reducing the
risk of Parkinson’s disease, Alzheimer’s disease and
type 2 diabetes mellitus (Awwad et al., 2021).

Conclusions

Coffee infusions from green or roasted beans of C.
arabica and C. canephora are the most consumed
beverages in the world. The species C. arabica and
C. canephora are predominant in the market and the
largest producer countries are not the main consumers.
Mexico is a minority producer of coffee due to
people prefers consume soluble coffee made with
Robusta coffee (C. canephora) with high content of
caffeine and low content of chlorogenic acid. The
Mexican government has promoted the coffee infusion
consummation and cultivation of coffee plants. The
State of Guerrero is a producer of high-altitude and
organic coffee by indigenous populations. Despite
controversy related to potential adverse effects from
coffee on the central nervous system that have
been attributed to caffeine, chemical-biological studies
have shown that coffee has important biological
properties, such as antioxidant, anti-inflammatory,
anti-hyperglucemic and lipid-lowering activities. The
compounds responsible for these pharmacological
effects are mainly phenolic acids (CGA, caffeic acid,
ferulic acid, catechin and epicatechin), whose content
is related to the species, cultivation conditions and
processing of the beans. Because of the evidence
presented herein, it is suggested that infusions of C.
arabica, which is low in caffeine and high in CGA,
can provide compounds that benefit the health of
consumers, although it is important to consider the
method used for its preparation.
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Abstract: Coffee is one of the most consumed beverages in the world; its production is based
mainly on varieties of the Coffea arabica species. Mexico stands out for its specialty and organic
coffee. In Guerrero, the production is done by small indigenous community cooperatives that
market their product as raw material. Official Mexico Standards stipulate the requirements for its
commercialization within the national territory. In this work, the physical, chemical, and biological
characterizations of green, medium, and dark roasted beans from C. arabica varieties were carried out.
Analysis by HPLC showed higher chlorogenic acid (55 mg/g) and caffeine (1.8 mg/g) contents in
the green beans of the Bourbon and Oro Azteca varieties. The caffeine (3.88 mg/g) and melanoidin
(97 and 29 mg/g) contents increased according to the level of roasting; a dissimilar effect was found
in the chlorogenic acid content (14.5 mg/g). The adequate nutritional content and the sensory
evaluation allowed the classification of dark-roasted coffee as premium coffee (84.25 points) and
medium-roasted coffee as specialty coffee (86.25 points). The roasted coffees presented antioxidant
activity without cytotoxic effects; the presence of CGA and caffeine supports the beneficial effects of
drinking coffee. The results obtained will serve as a basis for making decisions on improvements to
the coffees analyzed.

Keywords: antioxidant; C. arabica beans; chlorogenic acid; caffeine; cytotoxicity; melanoidins

1. Introduction

Coffee commercialization is mainly based on Coffea arabica, which accounts for 70% of
global production. The cultivation of C. arabica occurs mainly in Latin American countries
such as Colombia, Honduras, Peru, and Mexico, with a production of 13.8, 5.6, 4.45, and
3.7 million bags of 60 kg, respectively [1]. Peru and Mexico are recognized for their organic
and high-altitude coffee production. In Mexico, 3.33% of total coffee production is organic,
and 28,000 t are principally exported to the European Union [2].

In Mexico, there are more than 600 cooperatives dedicated to coffee cultivation whose
producers have obtained certifications such as USDA Organic, Fair Trade, Shade Grown,
Rainforest Alliance, and Small Producer to achieve new markets and offer their products [3].
Mexican coffee is cultivated in four main regions: the Gulf of Mexico, the Soconusco, the

Molecules 2023, 28, 4685. https://doi.org/10.3390/molecules28124685
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north-central part of Chiapas, and the Pacific Ocean slope; the latter includes Colima,
Guerrero, Jalisco, Nayarit, and Oaxaca [4]. Chiapas State produces 41% of Mexican coffee.
Of the total coffee production, 70% is exported to the United States, European Union, Japan,
Cuba, and Canada as green coffee (85%), soluble coffee (12%), and roasted coffee (3%); the
rest (30%) is for national sale [5].

In Guerrero, C. arabica varieties are cultivated in Costa Grande, Costa Chica, and the
Region de la Montana. The coffee cultivated in the “Region de la Montana” is characterized
by growing under shade, also known as “benefit”, and it is cultivated traditionally by
people from the Mixtec and Tlapaneco ethnic groups, grouped in cooperatives [6]. The
coffee produced by these cooperatives is sold to intermediary companies such as Asociacion
Rural de Interés Colectivo de R.L. (ARIC), CAFECO Agroindustrial del Pacifico S.A. de
C.V., and the Union of Ejidos y Comunidades Luz de La Montana, A.C. [7]. More than 60%
of the production is marketed as green coffee to Nestlé S.A. Company; a small amount is
exported to Europe by the Network of Sustainable Self-Managed Farmers S.C (RASA); and
the remaining ~30% is destined for coffee shops highlighting Starbucks as the main buyer,
self-service, and convenience stores (Oxxo, 7 Eleven, among others), as well as for local
consumption [8].

Some producers have organized themselves to give added value to their coffee by
looking for methods that improve the quality of their products and marketing; one of them
is the Cooperative Cafeticultores Mephaa de La Montana. This cooperative currently pro-
duces small batches of commercial and specialty coffee from mixtures of C. arabica varieties,
Typica, Bourbon, and Oro Azteca, which are marketed at regional and national levels. The
cooperative sells green and roasted coffee to coffee shops and roasters in the country (70%)
such as Buzz Café, Bombilla Errante, Sonata tostadores, and Comercializadora Golmex de
México S.A de C.V.; the rest is locally sold as roasted and ground coffee.

In Mexico, there are Official Mexico Norms such as NMX-F-013-SCFI-2010 and PROY-
NOM-255-SE-2021 that establish physical, chemical, and nutritional specifications to market
roasted and ground coffee within the national market. The Cooperative Cafeticultores
Mephaa de “La Montafia” coffee production is carried out on a small scale and organically.
To expand its market, it is necessary to carry out studies that contribute to improving yields
and cost reduction [9,10].

The main compounds related to the cup quality of the coffee drink, which gives
it astringency and flavor, are chlorogenic acid (CGA), caffeine, caffeic acid, ferulic acid,
vanillic acid, cinnamic acid, trigonelline, and volatile compounds such as furans, pyridines,
pyrazines, and pyrroles [11,12].

The major compounds present in the coffee are CGA, caffeic, ferulic, catechin, epicate-
chin, and anthocyanin phenolic compounds; caffeine and trigonelline alkaloid compounds;
and those that form during roasting, such as melanoidins and acrylamide (Figure 1) [11,12].
The Official Mexican Norms specify the caffeine and acrylamide levels required to market
roasted and ground coffee. Furthermore, these compounds have important biological
activities such as antioxidants, caffeine as a neurostimulator, CGA as an anti-inflammatory,
and glucose and lipid metabolism [13-15].

The Cooperative Cafeticultores Mephaa de “La Montafia” has implemented a physical
analysis of green beans as a first step in improving their commercial coffees. To address
this point, in the present study, it was proposed to determine the nutritional and chemical
specifications of green, medium, and dark roasted coffee beans that are currently marketed
in addition to the antioxidant effect, as well as the cup quality of coffee drinks obtained
from these commercial coffees.
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Figure 1. Chemical structures of main compounds identified in the beans of Coffea arabica: (a) 3-O-
caffeoylquinic acid (CGA); (b) Caffeine; (c) Epicatechin; (d) Catechin; (e) Ferulic acid; (f) Trigonelline;
(g) Acrylamide.

A

2. Results and Discussion

The organic coffee of the State of Guerrero is known for its natural dry process, which
preserves the pulp. In La Region de la Montaiia, in the State of Guerrero, coffee is produced
by people of the Mixtec and Tlapaneca ethnic groups, whose crops are mainly the Typica,
Bourbon, Caturra, and Mundo Novo varieties of C. arabica, although hybrid varieties
are being promoted such as Colombia, Costa Rica 95, Oro Azteca, and Sarchimor. The
Cooperative Cafeticultores Mephaa de “La Montana” cut the ripe cherries and processed
them in an artisanal way; cherries are dehydrated under the sun until they obtain dry
fruits with a humidity of 11-12%, and the shell is removed to obtain the green coffee beans
(GC) [13]. The green beans are principally marketed on a small scale as mixtures of Typica,
Bourbon, and Oro Azteca varieties, based on their color and size.

The next step is to determine the nutritional and chemical analyses of green and
ground roasted beans that are currently marketed, in addition to the antioxidant effect, as
well as the cup quality of coffee drinks.

2.1. Nutritional Composition

The bromatological analysis of green and processed beans in coffee allows for knowl-
edge of the quality and nutritional composition of commercial coffees. The protein and
carbohydrate content were similar between toasted beans and the mixture (GCM) of Typica,
Bourbon, and Oro Azteca (Table 1); the fat content was higher in the dark roast coffee (DCR).
The higher humidity content was found in GCM, which decreases as the roasting tempera-
ture is increased (MRC 180 °C and DCR 210 °C), while the ashes generated are similar in
GCM and DRC samples. The humidity (<6.0%) and ash (<6.5%) contents in the medium
roasting coffee (MRC) and DCR commercial coffee beans are within the range established
by the Official Mexican Norm for roasted and ground coffee, NMX-F-013-SCFI-2010. The
humidity of green beans is inferior to the range specified to prevent the growth of fungi
and bacteria (10-12%) and preserve physical properties and nutritional content. Instead,
only the fat content of DCR beans as an etheric extract (8-18%) achieves the parameter
stipulated by the norm. The roasted coffee beans darken, and the released oils give them a
shiny appearance.
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Table 1. Nutritional composition of commercial coffee with Coffea arabica varieties in the mixture.

Content in Percentage (%)

Coffee e "
Humidity Ash Fats Proteins Carbohydrates
GCM 848+ 0.13* 454+0.06*  509=+0.89 1234 £ 029 69.56 + 1.06
MRC 423 +0.14% 3.84 £0.11 6.48 +0.34* 13.04 £ 0.28 7241+ 126
DRC 359+012  444+008* 815+ 063*  13.01+038 70.81 + 1.11

Values are mean + standard deviation (7 = 3). According to the ANOVA and Tukey’s test, the means with
* and ** were significantly different. Humidity F = 1251.75 p < 0.0001, Tukeyggs = 0.33; Ash F = 62.89
p < 0.0001, Tukeyy o5 = 0.20; Fats F = 16.26, p < 0.0001, Tukeyy s = 1.65; Proteins F = 4.56 p > 0.05, Tukey, g5 = 0.80;
Carbohydrates F =7.55 p < 0.0001; Tukeyg,s = 2.25.

In the C. arabica beans with light (176 °C), medium (204 °C), and dark (232 °C) roasts,
the humidity content was reduced with the temperature increase, while protein (16%) and
fat (16.2%) contents increased in the dark roast. Ashes and sugar contents were similar
(2 °Brix) in the three roasts [16].

2.2. Chemical Analysis

The High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) analysis showed that com-
pounds of greater predominance identified in the infusions of greens and processed beans
were CGA (A = 330 nm) and caffeine (A = 280 nm), with a retention time of 8.51 min and
8.88 min, respectively (Figure 2). Minority compounds around CGA and caffeine were
detected at these long waves; one of them was caffeic acid with a retention time of
8.3 min. These compounds are related to the cup quality of the coffee drink, which gives it
astringency and flavor [15,17].
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Figure 2. Chromatograms of HPLC at A = 330 nm of (a) CGA standard (25 pg/mL) and infusions
of GCM (125 pg/mL), MCR, and DCR (500 pg/mL); (b) at A = 280 nm of caffeine (CAF) standard
(10 pg/mL) and infusions of GCM (125 pg/mL), MCR, and DCR (500 pg/mL).

The 'H and *C nuclear magnetic resonance (NMR) analysis of the compound isolated
from the MRC infusion validated that it corresponds to CGA; chemical displacements
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and coupling constants (Table 2) correspond to those reported in the literature for this
compound [18].

Table 2. 'H (400 MHz) and 3C NMR (100 MHz) Spectroscopic Data of Chlorogenic Acid (MeOH-dy,
5, ppm, J/Hz).

Data of [18]

C Atom 8 1H-Experimental & 13C-Experimental §H s 3¢
1 70.24 71.06
2a 2.09 (m)
b 192 (dd,12.1,12.4 Hz) 04 2.21 (m) 5
3 523 (ddd, 5.1,5.5,10.2 Hz) 71.29 517 71.06
4 3.62 (d, br, 10.1 Hz) 7297 4.89 68.48
5 412 (s, br) 71.91 477 7390
6a 198 (m)
b 1.98 (m) 37.21 1.84 36.66
1 126.03 126.05
2 7.10 (d,1.4 Hz) 115.06 7.00 114.99
3 146.07 148.80
4 148.80 145.71
5 6.82 (d,8.1 Hz) 116.25 6.98 116.20
6 7.03 (dd,15, 8.1 Hz) 121.68 7.00 114.99
7! 7.52 (d,15.8 Hz) 14518 7.42 145.71
8’ 6.30 (d,15.9 Hz) 115.20 6.15 114.99
9’ 166.74 166.18

COOH 175.88 175.38

Among the green beans of C. arabica varieties analyzed (Table 3), the Typica variety has
the lowest contents of CGA (36.81 mg/g) and caffeine (1.16 mg/g). The GCM is composed
of a greater proportion of the beans of the Typica species (Typica-Bourbon-Oro Azteca,
40-30-30%), and the content of both compounds in the GCM is close to those detected in
this variety. It has been reported that in C. arabica green coffee, the CGA content ranges
between 52 and 76 mg/g [19]. The CGA content in the Bourbon and Oro Azteca varieties is
within this range.

Table 3. Contents of CGA, caffeine, and melanoidins in green and processed beans of Coffea arabica
varieties.

Coffee Beans CGA Caffeine Melanoidins
Unclarified Clarified
mg/g Coffee Kmix Lg tem—1

GCM 30.81 +2.22 0.87+ 0.09 1541 +1.15 2.04 + 0.88 0.07
Bourbon-GC 55.75 + 2.31 ** 1.78 £ 0.12* - - -
Oro Azteca-GC 54.63 + 243 ** 1.77 £ 0.15* - - -
Typica-GC 36.81 + 0.10 1.16 +0.18 - - -

MRC 30.26 + 0.45 ** 252 +0.17* 85.51 + 599 * 1895 +£1.9* 1.586

DRC 14.52 + 0.65 3.88 £ 023* 96.79 + 3.44 ** 29.06 + 7.7 ** 1.614

Values are mean + standard deviation (7 = 9). According to the ANOVA and Tukey’s test, the means with
** were significantly different. CGA F = 328.13 p < 0.0001, Tukey s = 2.66; caffeine F = 101.83 p < 0.0001,
Tukeyg s = 0.17 in mg/g of coffee in green beans; CGA F =415.72 p < 0.0001, Tukeyy o5 = 1.60; caffeine F = 678.07
p < 0.0001, Tukey o5 = 0.20 in mg/g of coffee in processed beans. For melanoidins, values are mean =+ standard
deviation (1 = 3). According to the ANOVA and Tukey’s test, the means with * and ** were significantly different.
Unclarified melanoidins F = 1423.09 p < 0.0001, Tukey s = 4.055 in mg/g of coffee, and clarified melanoidins
F=2645p < 0.0001, Tukeys = 11.516 in mg/g of coffee.

When the green beans are subjected to the roasting process, the CGA content is reduced
by the effects of temperature and time exposure. CGA is hydrolyzed into the molecules of
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simple phenols that compose it, caffeic acid and quinic acid [17]. In the GCM and MRC
beans, the CGA content was similar, while in the DRC beans roasted at 210 °C, the CGA
content was reduced by 53% in comparison to the unroasted beans (Table 3).

Studies carried out at different levels of roasting show that the content of CGA in the
beans is correlated with the temperature and the time of roasting, finding greater content
in a light roast (186.5 °C, 7:15 min) of 11.24 mg/g of coffee; when the roasting time is
prolonged to a dark roast (186.5 °C, 14:02 min), the content is reduced by 70% [20].

Similarly, the Typica variety has a low content of caffeine (1.16 mg/g) compared with
the other two varieties; therefore, the GCM presents a low level (0.87 mg/g) of caffeine
(Table 3). The caffeine content determined in green beans increased in the roasted beans as
the level of roasting increased (Table 3). Darkly roasted beans presented a higher caffeine
content; when the green beans are roasted, they lose moisture, increase in size, and become
porous, allowing a better caffeine extraction [21]. Nevertheless, this content is minor
compared with that established for the commercialization of roasted coffee; according
to the Mexican Norm (NMX-F-013-SCFI-2010), the acceptable caffeine content range is
between 10 and 20 mg/g for roasted coffee.

The CGA and caffeine content are related to the variety of coffee, growing conditions,
and degree of ripeness of the fruits. In a study conducted on coffees from Veracruz, Nayarit,
Oaxaca, and Chiapas states of Mexico, it was found that the level of caffeine ranges between
2.9 and 7.0 mg/g of roasted coffee [22]. The caffeine content determined in the processed
coffee from Guerrero State (Region de la Montana) and reported in this study is between
these ranges.

In Typica variety coffee beans from plants grown in two different places, the caffeine
content in light roasting was 4.19 mg/g and 5.01 mg/g; when the level of roasting was
increased to a dark level, the content presented an increase (5.18 mg/g and 6.12 mg/g),
a similar effect that was reflected in this study [21]. Other studies on C. arabica have not
reported variations in its content at different levels of roasting (11.9-13 mg/g), even using
temperatures between 194 and 217 °C, showing a thermostable behavior of caffeine [23].

In other studies, it has been reported that in C. arabica beans from Brazil, the highest
content of caffeine was present in light (6.42 mg/g) and medium (5.77 mg/g) roasts,
compared with dark roast (2.63 mg/g). A similar effect was reported in the Typica and
Bourbon varieties of coffee beans; the highest content was presented in light roasting
(14.59 mg/g), followed by medium and dark (5.57 mg/g). The caffeine content in green
beans of Sidama (16.4 mg/g), Yirgacheffe (15.72 mg/g), and Harar (15.03 mg/g) varieties
was reduced to 7.96, 8.87, and 4.52 mg/ g, respectively, after the beans were subjected to a
dark roasting process [20,24].

2.3. Melanoidins

During roasting practice, the phenolic compounds can be degraded by Maillard and
Strecker reactions, or they can be followed by the formation of new compounds such as
melanoidins, acrylamides, and hydroxymethylfurfural [25,26]. Melanoidins give the beans
a brown pigment, flavor, and color, and they are associated with antioxidant activity that
is enhanced by simple phenolic compounds such as caffeic, ferulic, and chlorogenic acids
binding to their structure [17].

In this study, two procedures were performed to determine the melanoidin content of
the coffee infusions. In unclarified solutions, the melanoidins are present in the GCM, and
the content more than doubled after beans were roasted in the DRC (~2.87 fold). The coffee
beans presented a dark brown coloration (Table 2). Carrez I and II solutions are used to
precipitate proteins and remove turbidity and micelles, reducing interference at the time of
reading (A = 420 nm). In the clarified samples, the melanoidin content was lower compared
with those not clarified, but with similar behavior in their content; it was related to the
increase in the level of roasting. The samples subjected to the clarification process lost color
and presented the formation of a precipitate, which may be influencing the elimination of
compounds of high molecular weight. The contents of melanoidins determined are lower
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than those reported in the literature (200-250 mg/g) [27,28]. Other authors report that the
highest melanoidin content was determined in soluble coffee obtained from C. canephora
(676 mg/g) and C. arabica varieties (peaberry, known as caracolillo in Spanish, 305 mg/g)
roasted with sugar [28].

2.4. Sensory Evaluation

An important evaluation for commercial coffees is the cup quality of coffee drinks; this
value depends on the physical and organoleptic properties of the beverage, such as flavor,
aroma, acidity, body, and balance. These properties are associated with the content of their
chemical compounds (Figure 1), mainly CGA, caffeine, caffeic acid, ferulic acid, vanillic acid,
and cinnamic acid, among others [17]. In this work, CGA and caffeine contents were analyzed.

The GCM infusions had a pH of 5.6, the MRC infusions had a pH of 4.74, and the
DRC infusions had a pH of 6.15. The MRC infusions had a higher acidity correlated with
the CGA content (Table 3), as reported [16]. The sensory attributes established by the
Mexican Norm PROY-NOM-255-SE-2021 in fragrance/aroma, flavor, acidity, balance, and
taster score must present a score > 8.0; in residual flavor and body, a score > 7.5; and
in uniformity, cup cleanliness, and sweetness, a score of 10. Natural coffees or honeyed
coffees of specialty are those that present a total rating of 85 to 87.75 points according to the
Mexican Norm.

The sensory analysis of the infusions prepared from MRC achieved a score of 86.25,
and it was considered a natural specialty coffee. The points obtained in each parameter
are within the values considered by the Norm (Table 4). In natural coffee or dry coffee, it
is common to obtain characteristic fruity aromas and flavors due to the preservation of
the peel and pulp of the fruit [29], such as those determined in this study, which present
aromas of tropical fruits and flavors of white wine, grape, and honey.

Table 4. Sensory profile of commercial coffee blend of Coffea arabica varieties.

Coffee Beans MRC DRC
Aroma 8.00+0.16* 7.75+0.20
Taste 7.75+0.29 7.75+0.29
Aftertaste 8.00 + 0.20 8.00 + 0.20
Acidity 8.00 + 0.61 8.00 +0.13
Body 825+ 0.20* 8.00 +0.13
Balance 8.00+0.29* 725+ 0.29
Uniformity 10+0 10+0
Clean cup 100 100
Sweetness 10+0 10+0
Taster score 825+ 0.29* 7.5+ 041
Total Score 86.25 84.25

Values are mean =+ standard deviation (11 = 4). According to the Student’s {-test (p < 0.05), the means with * were
significantly different.

The score of DRC coffee (84.25) was lower than that required to be considered a natural
specialty coffee, but it is within the natural coffees named premium (80 to 84.75 points)
according to the Norm, and attributes such as aroma, flavor, body, and balance presented
the lowest score. In this drink, a floral and fruity aroma with date, grape, and red apple
flavors was detected, along with tartaric citrus acidity, a juicy-silky body, and medium-high
sweetness. The sensory analysis performed on the MRC beans is within the considered
range of specialty coffees; a lower flavor was reported (7.75) and a greater body (8.25); in
the case of DRC, beans showed a lower aroma (7.75), a lower balance (7.25), as well as a
smaller body than in MRC beans.

In roasted coffee, it is very common to find mixtures of C. arabica varieties identifying
different organoleptic characteristics influenced by the method to which the cherries are
subjected to obtain the green beans. Other aspects that must be considered are the altitude at
which the crops are located and their degree of maturity. The commercial coffees analyzed in
this study were carefully collected by hand, considering the uniformity of ripe cherries, from
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C. arabica plant varieties grown from 1900 m.a.s.l. under the shade of other native trees of the
place; furthermore, during drying, cherries were placed on beds to avoid contact with the soil
and the growth of contaminating microorganisms. In addition, selected and sorted grains are
stored in moisture-controlled spaces to preserve the quality of the green beans.

C. arabica beans from Brazil processed as natural coffee (87.8 points) presented better
attributes in aroma, flavor, acidity, and body than honeyed coffee (83.8 points), possibly
due to fermentation carried out by the microorganisms present in the fruit [30]. Likewise,
natural coffee (dry, 80), wet (85), and semi-dry (86) with the fermentation of C. arabica
variety Colombia presented similar attributes such as medium fruity body, medium fresh
acidity, and chocolate and caramel flavors. Sensory attributes are related to geographic
conditions, climate, altitude, and crop field practices [31].

2.5. Biological Activities
25.1. Antioxidant Effect

The coffee beverage has antioxidant activity related to the content of chemical com-
pounds such as caffeine, CGA, and melanoidins [17]. The antioxidant activity of processed
coffee infusions was determined by the equivalents of Trolox and CGA related to the
inhibitory effect of the radicals DPPH, ABTS, and FRAP (Table 5). In the tests carried out,
the MRC extract showed a greater capacity for radical scavenging compared with the DRC
extract. The CGA content in the infusion of MRC was related to the greater inhibitory
activity, likely due to the low degradation of phenolic compounds involved in antioxidant
processes. Furthermore, DRC presented a higher content of melanoidin, although its activ-
ity was lower than that presented by MRC. Finally, in the case of caffeine, it acts indirectly
in the antioxidant process by increasing levels of glutathione [32]. Other molecules related
to the main effect of coffee beverages are ferulic acid, caffeic acid, vanillic acid, guaiacol,
epicatechin, catechin, and anthocyanins, which can unravel various mechanisms for the
elimination or inhibition of free radicals [11,12,33].

Table 5. Antioxidant activity of commercial coffee with Coffea arabica varieties in the mixture.

DPPH ABTS FRAP
Sample
eq CGA eq Trolox eq CGA eq Trolox eq CGA eq Trolox eq FeSO4
MRC 160+ 0.27% 52744+ 4.84* 1609+033* 1439+1.16 1622 +1.04* 1459+235% 5468+146%
DRC 112+ 037 4252+191 1249+ 046  1215+049 882+ 0.94 6.38 + 1.40 33.30 + 0.63

Values are mean =+ standard deviation (17 = 3). According to the Student’s {-test (p < 0.05), the means with * were
significantly different.

The roasted beans of Colombia, Typica, and Bourbon varieties presented a similar
effect to that reported in this study; the greatest antioxidant activity was found in the light
and medium roasts through the tests carried out with DPPH and ABTS [20,31]. The high
content of phenolic compounds provides greater radical inhibitory activity in beans with
light roasting of the Cataui variety [34].

The concentration needed to inhibit 50% of DPPH and ABTS radicals depends on the
content of phenolic compounds present, such as CGA. According to the tests performed, the
MRC extract (higher CGA content, Table 3) presents a greater antioxidant effect (Table 5),
and a lower concentration is required to achieve ICsy compared with DRC (Table 6). In
C. arabica, the content of CGA was higher in green beans than in roasted beans, so less
content of the green extract was required to achieve ICsy using the DPPH test [35].
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Table 6. Inhibitory concentration (ICs) of commercial coffee with Coffea arabica mixture varieties.

ICsp
Assay MRC DRC MRC DRC CGA Trolox
mg/mL Extract png/mL CGA Content pg/mL Standard
DPPH 222 +0.08 259+ 0.05* 56.92 + 190 66.20 + 146 * 28.18 + 0.83 91.88+3.75*
ABTS 0.38 + 0.02 049 +0.02* 9.69 + 0.35 12.67 £ 044 * 651+0.16* 6.29 + 0.03

Values are mean =+ standard deviation (i1 = 3). According to the Student’s t-test (p < 0.05), the means with * were
significantly different.

2.5.2. Cytotoxic Activity

Coffee, being a food product with high demand around the world, must be free of
harmful chemical compounds and biological agents. It promotes the formation of toxic
compounds in coffee beans when exposed to high temperatures, such as acrylamide and
hydroxymethylfurfural, which are considered carcinogenic or genotoxic [26,36]. Based
on the ICs5y determined for DRC (216.26 & 27.7 ug/mL) and MRC (234.63 &= 29.6 ug/mL)
infusions on the growth of the 3T3-L1 fibroblast cell line at 48 h of exposition, it was
determined that the infusions did not present cytotoxic effects. A plant extract has been
determined to be cytotoxic when it presents ICs) values <100 pug/mL [37]. Studies on
coffee extracts have reported a cytotoxic effect on prostate cancer cell lines DU145 and
PC3, without showing toxic effects in macrophage cell lines (RAW 2647), hepatocytes
(AML-12), or normal CCD-18Co fibroblast cells [34]. The commercial samples (MRC
and DRC) analyzed did not show toxic effects, likely due to the low content of harmful
compounds in these coffees.

The acrylamide content is regulated by each country; in the European Union, the
permissible limit for acrylamide content is 400 ug/kg for roasted coffee and 800 pg/kg for
soluble coffee. Studies reported variable amounts of acrylamide, but it has been shown that
in dark coffees or with prolonged levels of roasting, the acrylamide content may be higher
than in medium or light coffees [25,38].

Several studies have shown that the content of chemical compounds is influenced by
the processing method of beans and infusion preparation [39]. In the infusion preparation,
it is essential to consider the pressure, temperature, and contact time of the beans with
the water; within the populations, the amount of coffee used can vary; for example, for
filtered coffees in Europe, the United States, and Canada, 7 g per 100 mL of water is usually
used, in Brazil 10 g, and in Italy 20 g [40]. In Mexico, it is common for coffee preparation to
use one or two tablespoons per coffee cup for Turkish coffee or drip coffee. In this study,
infusions were prepared with 6.6 g of coffee (equivalent to one tablespoon) per 100 mL of
water by extraction using a French press due to its practicality.

On average, people usually ingest two to four cups (~150 mL per cup) of coffee
per day. Moderate coffee drinkers consume per day between 200 and 400 mg of caffeine
and between 200 and 500 mg of CGA per cup [13,41]. Studies have shown that coffee
consumption of four cups per day can benefit health by reducing the risk of Parkinson’s
disease, Alzheimer’s disease, and type 2 diabetes mellitus [42]. Infusions of MCR using
9.9 g of coffee in 150 mL of water would contain 25.0 mg of caffeine and 299.5 mg of CGA,
while in DRC infusions the content would be 38.4 mg of caffeine and 143.7 mg of CGA per
cup. Coffee beverage consumption of MCR or DCR coffee can benefit people’s health.

The antioxidant properties of coffee infusions are mainly attributed to CGA and caf-
feine, although other compounds that influence antioxidant properties, such as epicatechin,
catechin, and anthocyanins, have also been reported. Oxidative stress s a trigger for chronic
degenerative diseases such as arthritis, diabetes mellitus, and cancer. Important pharmaco-
logical effects such as anti-inflammatory, regulation of glucose and lipid metabolisms, and
anticancer have been reported for coffee beverages and CGA [13,15,40,43]. Caffeine exerts
physiological effects associated with the functions of the central nervous system [44].
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3. Materials and Methods
3.1. Biological Material

The cherries of Coffea arabica varieties Typica, Bourbon, and Oro Azteca employed in
the present study were harvested in the 2020-2021 and 2021-2022 cycles in the plantations
of the Cooperative Cafeticultores Mephaa “Region de La Montana”, at the localities of
La Soledad and Paraje Montero, municipality of Malinaltepec (longitude: 98.704167 and
latitude: 17.164167), Guerrero, Mexico (Figure 3). Coffee cherries of each variety were dried
on drying beds under the sun at room temperature for 15 days; after that time, the husk
was removed to obtain the GC.

Figure 3. Photographs of the varieties Coffea arabica (a) Typica, (b) Bourbon, and (c) Oro Azteca grew
in the Paraje Montero locality municipality of Malinaltepec at 1980 m.a.s.l.

Subsequently, the GC of the Typica, Bourbon, and Oro Azteca varieties were mixed
(GCM) in a ratio of 40-30-30%. The mixture of coffee beans was processed in a 100MEX®
brand industrial roaster with a steel rotating cylinder to reach an Agtron Gourmet Bean
roasting level of 45 (180 °C per 15 min) to obtain a medium roast coffee (MRC) and an
Agtron Gourmet Bean roasting level of 35 (210 °C per 15 min) for a dark roast coffee (DRC).
The roasted beans are transferred onto plates and allowed to cool at room temperature
(Figure 4).

d

{4

|

Figure 4. Processed cherries and beans of C. arabica (a) Drying of cherries of different varieties
(GCM); (b) Mixture of green beans of different varieties; () Medium-roasted coffee beans (MRC);
(d) Dark-roasted coffee beans (DRC).

3.2. Bromatological Analysis

The analysis of the nutritional components of GCM, MRC, and DRC beans was
performed based on the standard methods of the American Cereal Chemical Association
(AACC International) [45]. The methods employed were moisture (44-15.02), protein
(46-16.01), fat (30-25.01), and ash content values (08-01.01). Moisture (%) was determined
by the weight difference of the grain before and after drying in a forced-air oven (VWR,
DHG-9070A)® (Beijing, China) for 5 min. The ash content (%) was obtained from the
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difference in weight of the waste generated by the samples placed in a porcelain pot and
incinerated in a muffle at 550 °C for 4 h. The fats of the grains were extracted by Soxhlet
with petroleum ether, the solvent was evaporated, and the extracted residue was kiln-dried
at 100 °C, weighed, and expressed as % ethereal extract (crude fat). The protein content
(%) was determined by the quantification of total free nitrogen by the modified Kjeldahl
method. Carbohydrate content was calculated by subtracting the sum of the percentages of
moisture, lipids, protein, and ash from 100%.

The values of humidity, ash, proteins, lipids, and carbohydrates obtained in the
GCM, MRC, and DRC were expressed as an average of three replicates and their standard
deviation (SD). Each variable was analyzed with a simple ANOVA and a Tukey post-test
with a confidence level of 95% (p < 0.05) using the SAS System for Windows 9.1 software
(Statistical software, SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA).

3.3. Chemical Analyses
3.3.1. Infusion Preparation

The beans of Typica-GC, Bourbon-GC, Oro Azteca-GC, GCM, MRC, and DRC were
ground in an MCT-750 100MEX® (Veracruz, Mexico) grinder with a particle size of 1.0 mm.
Infusions of each coffee were prepared in the laboratory in triplicate at room temperature
with 13.2 g of ground coffee beans in 200 mL of boiling water to 98 °C in a French press
for 5 min. The infusions were filtered, and the pH was measured with a potentiometer
Oakton pH 510; subsequently, the infusions were concentrated at reduced pressure in
a rotatory evaporator (Heidolph Laborota 4000). Then, the extracts were freeze-dried
(Heto Drywinner DW3), and the powders were stored in amber glass containers at room
temperature.

3.3.2. Chlorogenic Acid and Caffeine Quantification

The concentrations of chlorogenic acid (CGA) and caffeine (CAF) in the Typica-GC,
Bourbon-GC, Oro Azteca-GC, GCM, MRC, and DCR infusions were determined by High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC) in Waters equipment consisting of a sepa-
ration module (Waters 2695) and a photodiode detector (Waters 2696). For this purpose,
10 puL of each infusion at concentrations of 0.25, 0.5, and 1.0 mg/mL were injected and
eluted through an RP-18 column (250 x 4.6 mm, 5 um, SUPELCO Discovery®, Merck,
Darmstadt, Germany) with a flow of 0.9 mL/min in a gradient system of 30 min based
on water HPLC grade (VWR, Mississauga, ON, Canada) with 0.5% trifluoroacetic acid
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) (A) and acetonitrile-HPLC (Merck, Germany) (B).
Gradient flow starts at A-100%, with gradient changes to 95% in 2 min, 70% in 2 min, 50%
in 17 min, 20% in 3 min, 0% A and 100% B in 3 min, and finally system return to initial
conditions (A-100%) in 3 min. Data were processed with the Empower Pro 3.0 software
(Waters, Milford, MA, USA), and the chromatograms were obtained at wavelengths (A)
of 330 nm for CGA and at A = 280 nm for caffeine. The identification of both compounds
was determined by comparison of their retention time (RT) and absorption spectra. The
CGA and caffeine concentrations were calculated according to external standards for CGA
(3-(3,4-Dihydroxycinnamoyl) quinic acid; >95% purity, Sigma-Aldrich) and caffeine (>99%
purity, Sigma-Aldrich). The calibration curves of CGA and caffeine were constructed using
a lineal square model y = mx + b with the Microsoft Office Excel 365 Software (Microsoft®
Excel V.16.70) with correlation coefficients >0.9995; for CGA, it was a regression equation
of y =11,702x + 19,276 with an R2 =0.9982, and for caffeine, y =87,483x + 38,786 with an
R? =0.9993.

The CGA and CAF contents were expressed in mg/g of coffee beans as the mean of
nine analyses and their standard deviation (SD). The GC contents of the varieties, GCM,
MRC, and DRC infusions, were compared with an ANOVA and a Tukey post-test with a
95% confidence level (p < 0.05).
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3.3.3. Chemical Fractionation of MRC Infusion

The MRC extract (2 g) was fractionated by open column chromatography (2.7 cm
diameter x 44 cm high), packed with 20 g of RP-18 silica gel (Supelco, Germany), and
eluted with a gradient system of H,O: CH3CN. Aliquots of 10 mL were collected with an
initial system of 100% H,O (1-10) and polarity changes from CH3CN at 5% (11-15), CH3CN
at 50% (16-17), and CH3OH at 100% (18). The fractions were analyzed by reverse-phase-
thin layer chromatography with an elution system of 90:10 H2O:CH3CN and displayed
ina UV lamp (UVP UVGL-58) at A = 254 nm and A = 365 nm. Aliquots with a similar
chromatographic profile (13-15) were grouped and diluted in dimethyl sulfoxide to be
analyzed by NMR of 'H and '3C spectra at 100 MHz, 2-dimensional (2-D) correlated
spectroscopy (COSY), heteronuclear simple quantum coherence (HSQC), and heteronuclear
multiple bond coherence (HMBC) at 400 MHz on Varian INOVA-400 equipment.

3.4. Melanoidins

The melanoidin content was analyzed in infusions of GCM, MRC, and DRC by
two different procedures:

(1)  Serial dilutions (2.0-0.0625 mg/mL) were prepared from a solution of 10 mg/mL of
each infusion, and the absorbance of each concentration was measured at
Amax =420 nm ina UV-VIS spectrophotometer (Genesys 20-Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA). The melanoidin content in the infusions was determined by the Lambert-
Beer formula: C = A/cb, where C is concentration, A absorbance, b cell length (1 cm),
and c extinction coefficient (1.1289 L/g cm) [28,46].

(2)  Extracts from 2 g of each infusion were dissolved in 20 mL distilled water, and they
were filtrated through Acrodiscs Pall® (0.45 um). The calibration curves for each coffee
were built from dilutions with absorbances between 1.0 and 0.01. For melanoidin
determination, 1 mL of the filtrate was diluted with water (1/5, v/v), and 1 mL of
Carrez I and II solutions were added (Sigma-Aldrich). The solution was homoge-
nized and completed to a volume of 10 mL. Then, each sample was centrifuged at
4000 rpm for 5 min, and the clarified samples were filtered through Acrodiscs
Pall® (Pall Port Washington, NYY, USA) (0.20 um). The corresponding readings for
melanoidins were carried out to obtain the content and the specific extinction coeffi-
cient (Kyix) determined by Lambert-Beer’s law.

The melanoidin content values in the GCM, MRC, and DRC were expressed as the
mean of three analyses and their SD, compared with an ANOVA and a Tukey post-test with
a95% confidence level (p <0.05).

3.5. Sensory Assessment

Infusions in cups of MRC or DRC ground coffee (MCT-750 100MEX® grinder (100MEX
Veracruz, Mexico) with a particle size of 1.0 mm) were prepared with 8.25 g in 150 mL
of distilled water at 93 °C in a simple infusion. The sensory evaluation of the coffee
in cup was carried out by four tasters certified by the Mexican Association of Specialty
Coffees and Cafeterias, AC (AMCCE, abbreviations in Spanish), following the cupping
protocol of the Specialty Coffees of America Association (SCAA) [47]. The parameters
of the SCAA are based on a reference of 100 points; a score of 0 to 10 points was given
to each organoleptic characteristic of aroma/fragrance, flavor, residual flavor, sweetness,
acidity, body, uniformity, balance, clean cup, and taster. The point total sum was the result
of the sensory analysis; scores > 80 are considered very good coffees and are classified as
specialty coffees.
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3.6. Biological Analyses
3.6.1. Antioxidant Activity Assays
Radical Scavenging of 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

In each well of microplates of 96 wells, 175 uL of DPPH (1 mg/mL of methanol)
solution was added, followed by 25 uL of CGA (3.0-100 pg/mL), Trolox (6-Methoxy-
2,5,7 8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid) (3.0-100 ug/mL), MRC (0.1-5.0 mg/mL),
or DRC (0.1-5.0 mg/mL) solutions. The absorbance was measured at the beginning of the
reaction (Ap), and the plates were stored protected from light for 30 min. After this period,
the absorbance was measured (A1) again with an ELISA lector (Perkin-Elmer Lambda
40 UV/Vis) to A = 515 nm. The inhibition percentage was calculated with the equation:

% inhibition = {M] x 100
Ao

The CGA, Trolox, MRC, and DRC mean inhibitory concentrations (ICsg) of scavenging
DPPH radicals were determined based on the curves generated by recording the inhibition
percentages of the reaction against the concentration. In addition, the absorbance values of
the samples were compared with the graphed curves of the inhibition percentage against
the concentration of the standards and reported in GCA or Trolox equivalents (eq CGA and
eq Trolox) [25].

The ICs5p and GCA, or Trolox equivalents, were expressed as the mean of three repli-
cates and their SD. Each variable of MRC and DRC was compared by a Student’s -test
witha p <0.05.

ABTS (2,2'-Azinobis (3-Ethylbenzothiazoline-6 sulfonic Acid) Radical

The 7 mM ABTS radical solution was prepared with persulfate of potassium 140 uM
in the dark under agitation for 12 to 16 h; after, the solution was diluted with methanol
until it had an absorbance value of 0.7 at A = 734 nm. In each well, 230 uL of ABTS solution
and 20 pL of CGA (0.3-1.3 pg/mL), Trolox (0.3-1.3 ug/mL), MRC (0.1-5.0 mg/mL), or
DCR (5.0-0.1 mg/mL) were added. After a 30 sec stirring, the absorbance was determined
at A = 734 nm. The antioxidant activity was expressed by inhibition percentage, ICsy, and
CGA or Trolox equivalents, as previously described.

The IC5) and GCA, or Trolox equivalents, were expressed as the mean of three repli-
cates and their SD. Each variable of MRC and DRC was compared by a Student’s -test
witha p <0.05 value.

Ferric Reducing/ Antioxidant Power (FRAP)

The FRAP solution was produced with 1 mL of 10 mM 2 4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine
(TPTZ) solution and 1 mL 20 mM ferric chloride (FeCl3 6H,0) solution in 10 mL of 300 mM
sodium acetate buffer (CH3COONa) to pH 3.6. The FRAP solution was prepared freshly
and kept at 37 °C. To each well, 175 pL of FRAP was added, along with 50 uL of CGA
(13-0.3 ug/mL), Trolox (0.3-1.3 pg/mL), MRC (0.1-5.0 mg/mL), or DCR (0.1-5.0 mg/mL).
The absorbance was measured at A = 595 nm after 30 s of the reaction.

The ICs5p and GCA, Trolox, or ferric sulfate equivalents were expressed as the mean of
three replicates and their SD. Each variable of MRC and DRC was compared by a Student’s
t-test with a p < 0.05 value.

3.6.2. Cytotoxic Evaluation

The 3T3-L1 (ATCC® CL-173) cell line was used for cytotoxic assays; this culture is a
mouse embryonic fibroblast cell line obtained from IN VITRO S.A. The 3T3-L1 fibroblasts
are committed to differentiation into adipocytes. The cells were cultivated in Dubelco’s
Modified Eagle medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum, L-glutamine
(1 mL x 100), antibiotic 3X (1 mix100), non-essential amino acids (1 mL x 100), and sodium
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bicarbonate (3 mL x 100). Cellular cultures were incubated at 37 °C in a humidified
atmosphere with 5% COx.

For the cytotoxic assay, the 3T3-L1 cells were cultivated in plates of 96 wells with a
cellular density of 3 x 10* cells per well. After 24 h of plate attachment, the non-adherent
cells were eliminated and subsequently treated with DMSO 1% as the negative control,
different concentrations of MRC and DRC infusions (15.6-500 ug/mL), and paclitaxel as the
positive control (0.6-20 ug/mL). The plates were incubated for 24 and 48 h at the conditions
above described.

After each incubation time, the medium was discarded, and 80 pL. of DMEM medium
and 20 pL of (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (MTT, 5 mg/mL
in PBS) were added to each well and incubated for 4 h at 37 °C to allow the formation of
formazan crystals. The supernatant was removed, 100 pL of isopropanol was added, and
the plates were incubated at room temperature with stirring for 15 min until the formazan
crystals were dissolved. The optical density of the solution was measured with a microplate
spectrophotometer at A =490 nm.

The cell viability percentage was determined by the following equation:

(negative control OD — tested sample OD)

Cell viability (%) =
ell viability (%) negative contro OD

x 100

The mean inhibitory concentration (ICsy) for each infusion was calculated with a
dose-response curve regression analysis.

4. Conclusions

The artisanal coffees showed variable chemical contents related to the roasting process
to which they were subjected. The nutritional composition of MRC and DRC beans is
according to normative requirements. Both infusions presented variations in sensory
attributes, allowing the classification of the MRC as specialty coffee and the DRC coffee as
premium. It is well known that coffee consumption is related to its flavor and aroma; both
coffees had aromas of tropical fruits and flavors of white wine, grape, and honey.

The conditions of cultivation, the proportions of the C. arabica varieties in the coffee
bean mixture, the roosting processing of the beans, and the infusion preparation are
parameters related to the CGA and caffeine contents. CGA content was reduced by the
effect of roasting, while caffeine and melanoidins were increased, although below the
suggested levels by the norm. The commercial samples analyzed showed antioxidant
activity without presenting toxic effects; the content of harmful compounds in these coffees
may be at low concentrations.

The results obtained in this experimental work will be the basis for making modifica-
tions to improve the manufacturing processes of these commercial coffees, comply with the
standards for green and roasted coffee dealing by the Mexican Standard, and preserve their
chemical composition and biological potential.
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