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Resumen

La calidad de los alimentos es crucial, especialmente en la industria cárnica, donde la oxidación de lípidos y 
proteínas afecta la calidad  sensorial y nutricional. Este estudio evaluó el potencial antioxidante de los extractos 
metanólico (EM) e hidroalcohólico (EHA)  de hojas de Coff ea arabica  en músculo bovino para mitigar la  oxi-
dación lipídica y proteica. Se empleó el método de extracción por maceración, se evaluaron los contenidos de 
fenoles y fl avonoides, y la inhibición del radical DPPH. Los extractos se aplicaron a muestras de músculo bovino, 
incubadas con un agente oxidante (AAPH), y se evaluaron las formaciones de TBARS, carbonilos proteicos y 
las modifi caciones de proteínas mediante SDS-PAGE. Los resultados mostraron que el EM presenta una mayor 
concentración de compuestos fenólicos y fl avonoides, así como una mejor capacidad antioxidante en compara-
ción con el EHA, con un porcentaje de inhibición del DPPH de 70.4 % y una IC

50
 de 630 µg/mL, frente a 64.2 % 

y 732 µg/mL del EHA. Además, el tratamiento con AAPH incrementó signifi cativamente la formación de grupos 
carbonilo en un 152.5 %, mientras que el EM mostró un aumento del 42.5 % y el EHA del 62.5 %. En cuanto a 
la peroxidación lipídica, el EM redujo signifi cativamente los niveles de TBARS en comparación con el AAPH, 
demostrando su capacidad para inhibir la oxidación. En conclusión, los extractos de C. arabica ofrecen una alter-
nativa natural prometedora a los antioxidantes sintéticos, con una notable capacidad para proteger los productos 
cárnicos de la degradación oxidativa.

Palabras clave: Carbonilos, compuestos bioactivos, compuestos fenólicos, oxidación lipídica, TBARS.
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Abstract

Food quality is crucial, particularly in the meat industry, where lipid and protein oxidation aff ect both sensory 
and nutritional quality. This study evaluated the antioxidant potential of methanolic (ME) and hydroalcoholic 
extracts (EHA) of Coff ea arabica leaves in bovine muscle to mitigate lipid and protein oxidation. The maceration 
extraction method was employed, and the contents of phenolic compounds and fl avonoids, as well as DPPH ra-
dical inhibition, were assessed. The  extracts were applied to bovine muscle samples, which were incubated with 
an oxidizing agent (AAPH), and the formation of TBARS, protein carbonyls, and protein modifi cations were 
evaluated via SDS-PAGE. The results demonstrated that the ME contained a higher concentration of phenolic 
compounds and fl avonoids, as well as superior antioxidant capacity, compared to the EHA, with a DPPH inhibi-
tion percentage of 70. 4% and an IC

50 
of 630 µg/mL, compared to 64.2 % and 732 µg/mL for the hydroalcoholic 

extract. Furthermore, AAPH treatment signifi cantly increased carbonyl group formation by 152.5%, while the 
ME showed an increase of 42.5 % and the EHA an increase of 62.5 %. Regarding lipid peroxidation, the ME 
signifi cantly reduced TBARS levels compared to AAPH, demonstrating its ability to inhibit oxidation. In conclu-
sion, C. arabica extracts off er a promising natural alternative to synthetic antioxidants, with signifi cant potential 
to protect meat products from oxidative degradation.

Keywords: : Carbonyls, bioactive compounds, phenolic compounds, lipid oxidation, TBARS.

Introducción
La calidad de los alimentos es un aspecto crucial en la 
ciencia alimentaria debido a las múltiples reacciones 
químicas que ocurren durante el procesamiento, trans-
porte y almacenamiento. Estas reacciones afectan a nu-
trientes clave, como lípidos y proteínas, que son parti-
cularmente susceptibles a la oxidación (1).Este proceso 
puede deteriorar las propiedades organolépticas, nutri-
cionales y la seguridad de los alimentos. En productos 
cárnicos, como el músculo bovino, la oxidación de lípi-
dos y proteínas es especialmente problemática debido a 
la alta concentración de ácidos grasos poliinsaturados 
y proteínas, lo que resulta en una pérdida de calidad 
sensorial y nutricional durante el almacenamiento (2). 
Este fenómeno ha impulsado un notable crecimiento 
en la investigación científi ca, centrada en comprender 
y mitigar el impacto de la oxidación sobre la calidad 
alimentaria.

La oxidación de lípidos provoca la formación de com-
puestos secundarios como carbonilos, aldehídos insa-
turados y cetonas, que contribuyen a la inestabilidad 
del sistema alimentario (1,2). Estos compuestos no solo 
afectan negativamente las características sensoriales de 
los alimentos, como el sabor y el aroma, sino que tam-
bién fomentan la oxidación de proteínas (3,4). Esta oxi-
dación proteica puede llevar a la formación de aductos 
de Michael y bases de Schiff , resultado de la interacción 
de aldehídos reactivos productos de la oxidación lipídi-
ca con grupos nucleófi los en las proteínas. Estas modifi -

caciones alteran la estructura y función de las proteínas, 
con implicaciones que van desde la pérdida de calidad 
nutricional hasta la generación de productos potencial-
mente tóxicos como los antes mencionados aductos de 
Michael y bases de Schiff  (5,6).

En la industria cárnica, se utilizan predominantemen-
te antioxidantes sintéticos como el butilhidroxitolueno 
(BHT), el butilhidroxianisol, la terbutilhidroquinona y 
el galato de propilo para frenar la peroxidación lipídi-
ca. Sin embargo, en los últimos años, ha surgido una 
creciente preocupación entre los consumidores respecto 
a los posibles efectos adversos de estos antioxidantes 
sintéticos (7,8). Esta inquietud, junto con una deman-
da creciente de antioxidantes naturales, especialmente 
aquellos de origen vegetal, han adquirido una relevan-
cia signifi cativa.

Los antioxidantes naturales, particularmente los deriva-
dos de fuentes vegetales, han demostrado ser efectivos 
en la mitigación de la oxidación lipídica y proteica en 
diversas matrices alimentarias (9–13). Coff ea arabica 
L, conocida por su riqueza en compuestos fenólicos, 
presenta un potencial antioxidante que podría aprove-
charse para proteger los alimentos contra la oxidación. 
Las hojas de C. arabica ofrecen una alternativa prome-
tedora a las tradicionales matrices utilizadas en la pre-
paración de bebidas, como las hojas de té y los granos 
de café molidos. Los extractos y/o infusiones hechas 
con hojas de café son ricas en compuestos fenólicos 
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con propiedades antioxidantes y contienen menos ca-
feína(14). Por ejemplo, en las hojas de café se han iden-
tifi cado varios compuestos fenólicos, incluyendo ácido 
cafeico, clorogénico, p-cumárico, ferúlico y sinápico, 
así como fl avonoides como la rutina, quercetina, kaem-
pferol e isoquercitrina (15) con propiedad antioxidantes 
(16). También, la mangiferina, presente en las hojas y 
frutos del café, es un compuesto fenólico con actividad 
antioxidante signifi cativa (17,18).

En este contexto, el estudio evaluó el potencial antioxi-
dante del extracto metanólico e hidroalcohólico de hojas 
de C. arabica en un modelo de músculo bovino, inves-
tigando cómo estos extractos protegen contra la degra-
dación oxidativa de componentes lipídicos y proteicos 
para mejorar la preservación y seguridad nutricional de 
los productos cárnicos.

2. Materiales y métodos
2.1 Materiales
2.1.1 Material vegetal
Las hojas de C. arabica fueron recolectadas en el 
municipio de Córdoba con coordenadas geográfi cas 
4°24'12.1"N 75°41'15.6"W, departamento del Quindío, 
Colombia, entre las 6:00 am y las 8:00 am, asegurando 
que el material vegetal estuviera completamente sano 
por inspección visual. Luego fueron transportadas en 
bolsas herméticas al Laboratorio de Bioquímica de la 
Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad del 
Quindío para su procesamiento. Las hojas de café se se-
caron en horno a 40°C durante 96 horas y luego se tritu-
raron antes del proceso de extracción. El polvo vegetal 
obtenido se almacenó a temperatura ambiente en bolsas 
herméticas aisladas de la luz para su posterior análisis.

2.1.2 Reactivos químicos y equipos 
Ethanol (96%, v/v) (Tekkim, Bursa), methanol (96%, 
v/v) (Merck, Germany), Folin-Ciocalteu reagent (Car-
lo Erba, France), sodium carbonate (Isolab, Germany), 
sulfuric acid (Merck, Germany), gallic acid (Sigma-Al-
drich, Germany), catechin (Sigma-Aldrich, Germany), 
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-Al-
drich, Germany), hydrochloric acid (HCl) (Sigma-Al-
drich, Germany), sodium carbonate (Na

2
CO

3
) (Isolab, 

Germany), sodium hydroxide (NaOH) (Merck, Ger-
many), aluminum chloride (Merck, Germany), AAPH 
(clorhidrato de 2,2′-azobis-(2-amidinopropano)) (Sig-
ma-Aldrich), ácido tiobarbitúrico(TBA) (Merck mi-
lipore), 1,1,3,3-tetrametoxipropano (Sigma-Aldrich), 
were used in the analyses.

Precision balance (Mettler Toledo, XP205, Switzer-
land), distilled water system (Thermo Fisher Scienti-
fi c, Milli-Q, United States), incubator (Sartorius, C25, 
Germany), ultrasonic bath (Branson, CPX3800H, Uni-
ted States), rotary evaporator (Heidolph, Hei-VAP Ad-
vantage, Germany), drying oven (Binder, FD115, Ger-
many), vortex mixer (Eppendorf, MixMate, Germany), 
spectrophotometer (Shimadzu, UV-1800, Japan).

2.2 Métodos 
2.2.1 Obtención de los extractos de Coff ea arabica 
Los extractos se obtuvieron mediante el método de ma-
ceración durante cuatro días. El polvo de la planta (100 
g) se mezcló de manera independiente con 500 mL de 
metanol al 96% (para obtener el extracto metanólico, 
ME) y con 500 mL de metanol al 50% (v/v) (para obte-
ner el extracto hidroalcohólico, EHA). Posteriormente, 
se separaron las clorofi las de los extractos mediante ex-
tracción líquido-líquido con una mezcla de etanol-agua 
(1:7)(19) y se fi ltraron utilizando un fi ltro con tamaño 
de poro de 11 µm. El metanol se evaporó a presión re-
ducida (60 mbar) y a una temperatura inferior a 30°C 
utilizando un evaporador rotatorio. La suspensión líqui-
da resultante se secó en una incubadora a 30°C. Los ex-
tractos de hojas de Coff ea arabica se almacenaron pro-
tegidos de la luz a -20 °C hasta su uso. El rendimiento 
de extracción se calculó utilizando la siguiente fórmula:

Rendimiento de extracción = (W1/W2) * 100

Donde W1: extracto seco después de la extracción, W2: 
peso del polvo de la planta.

2.2.2 Contenido fenólico total (TPC)
Se determinó mediante el método del reactivo de Fo-
lin-Ciocalteu descrito por Muñoz et al.,(20) con algu-
nas modifi caciones. Se tomaron 50 μL del extracto y 
se añadieron 2.5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu y 
2 mL de Na

2
CO

3
. Posteriormente, la mezcla se incubó 

a 40°C durante 15 minutos. La absorbancia se midió 
en un espectrofotómetro a 765 nm, utilizando una solu-
ción de Na

2
CO

3
 como blanco. Se empleó ácido gálico 

como estándar para elaborar la curva de calibración. El 
contenido total de fenoles se expresó como miligramos 
equivalentes de ácido gálico por gramo de extracto seco 
(mg AG/g ES).

2.2.3 Contenido total de fl avonoides (TFC)
Se determinó mediante el método descrito por Armen-
tano et al.(21). Se tomó una alícuota de 150 μL del ex-
tracto y se añadió 45 μL de nitrato sódico (NaNO

3
) al 

Rev. Asoc. Col. Cienc.(Col.), 2024; 36: 104-117.



107

5%. Posteriormente, en los minutos cinco y seis, res-
pectivamente, se añadieron 90 μL de cloruro de alu-
minio (AlCl

3
) al 10% y 300 μL de hidróxido de sodio 

(NaOH) al 1M. El volumen fi nal de la mezcla se ajustó 
con agua destilada hasta completar 1.5 mL. Finalmen-
te, se midió la absorbancia a 510 nm, utilizando como 
blanco la solución mencionada previamente, a excep-
ción del extracto. Se empleó catequina como estándar 
para elaborar la curva de calibración. Los contenidos 
totales de fl avonoides se expresaron como miligramos 
equivalentes de catequina por gramo de extracto seco 
(mg CQ/g ES). 

2.2.4 Inhibición del radical DPPH
Este ensayo se realizó de acuerdo con la metodología 
descrita por Egharevba et al. (22), con algunas modifi -
caciones. En una microplaca de 96 pocillos, se añadie-
ron 200 µL del extracto a diferentes concentraciones: 
100, 200, 400, 600, 800 y 1000 µg/mL, junto con 100 
µL de una solución de DPPH (0.2 mM en metanol). La 
mezcla se incubó en oscuridad a temperatura ambiente 
durante 40 minutos. La absorbancia se midió a 517 nm, 
utilizando metanol como blanco. Se emplearon hidroxi-
tolueno butilado (BHT) y Trolox como controles posi-
tivos, a las mismas concentraciones que el extracto en 
metanol, y metanol con DPPH como control negativo. 
El porcentaje de inhibición del radical DPPH causado 
por el extracto se calculó utilizando la siguiente ecua-
ción: 

% inhibición DPPH = (Ac-Am)/Ac ×100

Donde, Ac es la absorbancia del control negativo. Am la 
absorbancia de la muestra (extracto o BHT).

2.2.5 Preparación e incubación del extracto de músculo 
bovino
Después de obtener el músculo de bovino fresco (Lon-
gissimus dorsi) del mercado local, se trituraron 90 g con 
agua milliQ hasta homogenizar y obtener una consis-
tencia espesa. Posteriormente, los homogenizados fue-
ron incubados con un tampón fosfato 7.5 mM a pH 7.4 
(control negativo), BHT a 1 mM (control positivo) y 
los extractos ME o EHA (concentración IC

50
 obtenida 

del ensayo DPPH), de manera independiente. Además, 
se añadió a cada muestra un producto acuoso ROO• 
AAPH (clorhidrato de 2,2′-azobis-(2-amidinopropano)) 
a 10 mM o tampón fosfato para completar el volumen 
fi nal. Seguidamente, se incubaron los tratamientos en 
oscuridad a 37 °C durante 3 h, con agitación constante 
y suministro de aire cada hora para mantener la disponi-

bilidad de oxígeno (23, 24). Se tomaron alícuotas en los 
tiempos 0 y 3 h, considerando 0 h como el tiempo inme-
diatamente después de la mezcla de todos los compo-
nentes para la incubación. Para evitar la oxidación pos-
terior, se añadió Trolox 0.1 mM (análogo de α-tocoferol 
soluble en agua) y se enfrió inmediatamente a –4 °C 
mediante un baño de hielo para su posterior análisis.

2.2.6 Determinación de TBARS
La oxidación de lípidos se midió mediante la forma-
ción de TBARS (23,25). Se tomaron 2 mL de cada 
uno de los tratamientos anteriores y se mezclaron con 
1 mL de ácido tricloroacético (TCA) al 10% (p/v). La 
mezcla se centrifugó a 16,000 rpm durante 20 min. A 
continuación, se transfi rieron 500 μL del sobrenadante 
y 500 μL de ácido tiobarbitúrico (TBA). La mezcla se 
homogenizó y se incubó en un baño de agua hirviendo 
durante 15 min, luego se enfrió rápidamente mediante 
un choque térmico en agua helada. La absorbancia se 
midió por espectrofotometría a una longitud de onda 
de 532 nm y se realizó una curva de calibración utili-
zando 1,1,3,3-tetrametoxipropano, el cual fue someti-
do al mismo tratamiento que las muestras. Los valores 
de TBARS se calcularon como μmol equivalentes de 
malondialdehído (MDA)/kg de carne, utilizando la cur-
va de calibración de formación de MDA. Con base en 
los μmol equivalentes de MDA obtenidos, se calculó el 
porcentaje de oxidación mediante la siguiente ecuación:

% de oxidación = (μmol equivalentes MDA del trata-
miento a la hora 3 / μmol equivalentes MDA del trata-
miento a la hora 0) * 100

2.2.7 Oxidación de proteínas
Preparación e incubación de proteínas miofi brilares. 
Los extractos cárnicos fueron preparados como se des-
cribió en el ítem 'Preparación e incubación del extracto 
de músculo bovino'. El músculo bovino fue homoge-
neizado en tampón PBS (pH 6.5). La concentración de 
proteína se ajustó utilizando el método del ácido bicin-
conínico (BCA), con BSA como estándar. La proteína 
miofi brilar (3 mg/mL) fue incubada con tampón fosfato 
7.5 mM a pH 7.4 (control negativo), BHT 1 mM (con-
trol positivo) y los extractos EM o EHA (concentración 
IC

50
), de manera independiente. Además, se añadió 

AAPH a 10 mM, como productor de ROO•, o tampón a 
cada muestra para completar el volumen fi nal. Seguida-
mente, se incubaron los tratamientos en oscuridad a 37 
°C durante 3 h con agitación constante, administrando 
aire cada hora para mantener la disponibilidad de oxíge-
no (23,24). Se tomaron alícuotas a los tiempos 0 y 3 h, 
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donde el tiempo 0 h se defi nió como el momento inme-
diatamente después de mezclar todos los componentes 
para la incubación. Para evitar la oxidación posterior, se 
añadió Trolox 0.1 mM y se enfrió inmediatamente a –4 
°C mediante un baño de hielo para su posterior análisis.

Determinación del contenido de carbonilo. Tras la oxi-
dación, se tomaron 2 mL de los tratamientos (3 mg/mL 
de proteínas), los cuales fueron normalizados y mez-
clados con 2 mL de tampón fosfato potasio (pH 7.4) 
en un homogeneizador manual. El homogeneizado se 
centrifugó a 10.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. El 
sobrenadante fue recolectado en un tubo nuevo para su 
posterior análisis. A 10 μL del sobrenadante se les aña-
dieron 250 μL de 2,4-dinitrofenilhidracina, y la mezcla 
fue agitada con vórtex a 500 rpm durante 1 minuto. La 
mezcla se incubó en oscuridad durante 20 minutos. Pos-
teriormente, se añadieron 125 μL de solución de TCA al 
20 %, y la mezcla se incubó a -20 °C durante 15 minu-
tos. La mezcla de reacción se centrifugó a 4 °C durante 
10 minutos a 9.000 rpm. El sobrenadante se retiró, y el 
sedimento fue lavado con una mezcla helada de etanol 
y acetato de etilo (2-3 veces). El sedimento se resus-
pendió en 1 mL. de clorhidrato de guanidina 6 M. El 
contenido de carbonilo proteico se midió a una longitud 
de onda de 370 nm usando un espectrofotómetro. La 
cantidad de carbonilo proteico en las muestras (control 
y tratadas) se calculó utilizando un coefi ciente de extin-
ción milimolar de 22.000 M⁻¹ cm⁻¹ para la 2,4-dinitro-
fenilhidracina (DNPH). El contenido fi nal de carbonilo 
proteico se expresó como nmol de carbonilo por mg de 
proteína. Los resultados permitieron comparar el conte-
nido de carbonilo proteico en las muestras de control y 
tratadas. Con base en los nmol de carbonilo por mg de 
proteína obtenidos, se calculó el porcentaje de oxida-
ción proteica utilizando la siguiente ecuación:

% de oxidación = (nmol de carbonilo por mg de proteí-
na del tratamiento a la hora 3 / nmol de carbonilo por 
mg de proteína del tratamiento a la hora 0) * 100

Electroforesis SDS-PAGE. Las modifi caciones sobre las 
proteínas fueron examinadas por electroforesis SDS-
PAGE (26). Las muestras incubadas fueron mezcladas y 
hervidas durante 5 minutos en una solución tampón Tris 

62,5 mM (pH 6,8), que contenía dodecilsulfato de sodio 
(SDS) al 2 %, glicerol al 10 %, β-mercaptoetanol 100 
mM y trazas de azul de bromofenol. Se utilizó un gel de 
apilamiento de acrilamida al 4 %, geles de resolución de 
acrilamida al 12 % y un tampón de funcionamiento que 
consistía en Tris 25 mM, glicina 400 mM y SDS al 0.1 
%, con pH 8.3. La electroforesis se realizó a 120 V du-
rante 2 horas. Posteriormente, los geles fueron teñidos 
con Coomassie coloidal al 0.1 % y destilados en una so-
lución de metanol y ácido acético durante 4 horas. Los 
geles se escanearon y se realizó el análisis utilizando un 
densitómetro calibrado GS-900.

2.2.8 Análisis estadísticos
Los valores representan la media obtenida en tres ensa-
yos independientes, cada uno realizado por triplicado. 
Los datos se presentan como la media ± error están-
dar de la media (SEM). Los datos sobre las activida-
des antioxidantes y peroxidación lipídica se analizaron 
mediante ANOVA unidireccional y bidireccional y una 
prueba de Tukey para comparaciones múltiples utili-
zando el programa estadístico GraphPad Prism v 9.0.2 
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA). La prueba 
de comparación de medias entre tratamientos se realizó 
mediante la prueba de rangos múltiples de Duncan; p ≤ 
0,05 se consideró estadísticamente signifi cativo. A tra-
vés del parámetro fi t spline lowess en GraphPad V9 se 
calculó el IC

50

3. Resultados 
3.1 Rendimiento de extracción y análisis fi toquímico de 
los extractos de hojas de Coff ea arabica
El porcentaje de rendimiento obtenido para el EM y 
EHA fue de 5.48 % y 9.26 %, respectivamente. La Ta-
bla 1 muestra que el EM de hojas de Coff ea arabica 
contiene una mayor concentración de compuestos fenó-
licos (249.1 ± 10.8 mg EAG/g ES) y fl avonoides (181.5 
± 80.4 mg EC/g de ES) en comparación con el EHA, 
que presentó valores de 221.3 ± 9.3 mg EAG/g ES para 
fenoles y 86.8 ± 32.5 mg EC/g de ES para fl avonoides. 
Estos resultados indican que el solvente metanol es más 
efi ciente en la extracción de estos compuestos bioacti-
vos, lo cual puede ser debido a la polaridad del solvente 
y su capacidad para solubilizar fenoles y fl avonoides.

Tabla 1. Contenido total de compuestos fenólicos y fl avonoides de los extractos metanólicos de C. arabica.

Tipo de extracto TPC – Fenoles mg EAG/g ES TFC - Flavonoides mg EC/g de ES

EM 249.1 ± 10.8 181.5 ± 80.4

EHA 221.3 ± 9.3 86.8 ± 32.5

Rev. Asoc. Col. Cienc.(Col.), 2024; 36: 104-117.
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Los datos fueron expresados como la media ± SEM de los resultados de tres determinaciones por triplicado para 
cada compuesto. El contenido total de fenoles (TPC) se expresó como miligramos equivalentes de ácido gálico por 
gramo de extracto seco (mg AG/g ES). Los contenidos totales de fl avonoides (TFC) se expresaron como miligra-
mos equivalentes de catequina por gramo de extracto seco (mg CQ/g ES).

3.2 Actividad antioxidante de los extractos metanólicos de hoja de café
En la Figura 1 y Tabla S1, se observan los resultados de la capacidad antioxidante, evaluada mediante la inhibición 
del radical DPPH. El EM mostró una mayor capacidad antioxidante con un porcentaje de inhibición del DPPH del 
70.4 % ± 4.8 a la concentración más alta (1600 µg/mL) y una IC

50
 de 630 µg/mL. El EHA, por otro lado, tuvo un 

menor porcentaje de inhibición (64.2 ± 4.5% a 1600 µg/mL) y una mayor IC
50 

de 732 µg/mL, lo que indica una 
menor efi cacia antioxidante en comparación con el EM. Los controles positivos, BHT y Trolox, mostraron una in-
hibición signifi cativamente mayor, con porcentajes de 86.7% ± 3.3% y 93.5% ± 1.3% a una concentración de 1600 
µg/mL, respectivamente. Además, presentaron valores de IC

50
 de 84.6 µg/mL y 73.3 µg/mL, lo que demuestra su 

elevada capacidad antioxidante.

Figura 1. Porcentaje de inhibición del radical DPPH por los diferentes tratamientos del extracto metanólico e hidroalcohólico 
de hojas de C. arabica y controles.  Los valores con la misma letra (a-e) en cada grupo de concentraciones no mostraron di-
ferencias estadísticamente signifi cativas (p<0.05; n=9; análisis de varianza, prueba post-hoc de Tukey). Los datos representan 
la media ± SEM de tres repeticiones por triplicado. Trolox: Ácido-6-hidroxi- 2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico, BHT: 
butilhidroxitolueno, EM: extracto metanólico, EHA: extracto hidroalcohólico.

3.3 Oxidación de lípidos en modelo de músculo bovino – TBARS
En cuanto a la inhibición de la lipoperoxidación (Figura 2 y Tabla 2), los resultados indican una variabilidad signi-
fi cativa entre los diferentes tratamientos. El AAPH indujo una notable oxidación de lípidos, con un porcentaje de 
179 % en los niveles de MDA después de 3 horas en comparación con el punto inicial, evidenciando una alta ca-
pacidad prooxidante. En contraste, el BHT mostró una capacidad considerable para inhibir la formación de MDA, 
con un porcentaje de oxidación de lípidos de  62.7 % y una reducción signifi cativa en comparación con AAPH (p 
< 0.05). Los valores de MDA en el PBS y BHT se mantienen en niveles intermedios, pero el PBS (110.1 % de oxi-
dación) presentó una oxidación de lípidos más alta que el BHT lo que confi rma su falta de actividad antioxidante, 
sugiriendo que el BHT es más efectivo como antioxidante. 
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Figura 2. Porcentaje de oxidación obtenido a partir de la concentración de malondialdehído en las diferentes muestras anali-
zadas: Tampón fosfato PBS, diclorhidrato de 2,2'-azo-bis(2-amidinopropano) (AAPH, 10 mM), hidroxianisol butilado (BHT) 
(1 mM), extracto metanólico (EM, IC

50
 630 ug/mL) y extracto hidroalcohólico (EHA, IC

50
 732 ug/mL).  (a – e) Las letras dife-

rentes indican diferencias signifi cativas (p<0.05; n=9; análisis de varianza, prueba post-hoc de Tukey). Los datos representan 
la media ± SEM de tres repeticiones por triplicado.

Los EM y EHA también mostraron capacidades inhibidoras notables, el EM presentó un 29.1 % en la oxidación 
de lípidos, mientras que el EHA mostró un 80.5 % de oxidación en comparación con el aumento observado con el 
AAPH y PBS. Estos resultados sugieren que él EM tiene una mayor capacidad de inhibir la lipoperoxidación en 
comparación con el EHA. También, es importante destacar que el EM sin un agente prooxidante funciona mejor 
que el BHT, siendo esta diferencia estadísticamente signifi cativa, y el EHA sin presencia del prooxidante tiene 
un comportamiento similar al BHT. Por otra parte, en las interacciones (mezclas) entre los extractos y el AAPH 
se evidenció que el ME y el EHA presentan propiedades antioxidantes que pueden mitigar la oxidación inducida 
por el AAPH. El EM mostró un porcentaje de oxidación de lípidos del 112.1 % y el EHA un 129.5 %, siendo 
ambos valores menores y signifi cativos en comparación con el AAPH. Con respecto al tratamiento BHT/AAPH, 
este mostró una actividad antioxidante superior en comparación con los extractos. Estos hallazgos podrían estar 
relacionados con la concentración de compuestos fenólicos y fl avonoides en los extractos. El EM, con un conte-
nido total de fenoles y fl avonoides más alto que el EHA, podría explicar su mayor efi cacia en la inhibición de la 
lipoperoxidación. Los resultados del DPPH también sugieren que él EM tiene una mayor capacidad para capturar 
radicales libres en comparación con el EHA, lo que refuerza la idea de que el contenido de fenoles y fl avonoides 
contribuye signifi cativamente a la actividad antioxidante observada.
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Tabla 2.  Inhibición de la lipoperoxidación mediante el método de TBARS. Tampón fosfato PBS, diclorhidrato de 2,2'-azo-
bis(2-amidinopropano) (AAPH, 10 mM), hidroxianisol butilado (BHT) (1 mM), extracto metanólico (EE, IC

50
 630 ug/mL) y 

extracto hidroalcohólico (EHA, IC
50

 732 ug/mL).  

Tratamientos
MDA

umol/L 0 horas
MDA

umol/L 3 horas
% oxidación de lípidos a las 

3 horas
Aumento del % oxidación 

con respecto a 0 horas

AAPHa 8.5 ± 2.2 23.7 ± 5.3 279.0 ± 15.6 179.0

BHTb 5.9 ± 2.5 9.6 ± 4.1 162.7 ± 15.3 62.7

PBSc 5.9 ± 2.2 12.4 ± 4.0 210.1 ± 13.9 110.1

EMd 4.1 ± 1.7 5.3 ± 2.1 129.1 ± 19.3 29.1

EHAb 3.6 ± 0.5 6.5 ± 1.0 180.5 ± 12.5 80.5

BHT/AAPHb 10.1 ± 2.2 17.3 ± 3.3 171.2 ± 19.7 70.7

EM/AAPHc 8.2 ± 2.8 17.4 ± 5.6 212.1 ± 17.0 112.1

EHA/AAPHc 9.8 ± 1.1 22.5 ± 1.3 229.5 ± 16.1 129.5
Notas: (a – d) Las letras diferentes indican diferencias signifi cativas (p < 0.05). Los datos representan la media ± SEM de tres 
repeticiones por triplicado.

3.4 Oxidación de proteínas - determinación del contenido de carbonilo en proteínas miofi brilares en modelo de 
músculo bovino
En la formación de grupos carbonilo (Figura 3 y Tabla 3). El tratamiento con AAPH, provocó el mayor incremento 
en la oxidación proteica, con un aumento del 152.5 % en el contenido de carbonilo tras 3 horas de incubación. En 
comparación, el tampón PBS, utilizado como control negativo, mostró un incremento del 104.8 %, lo que refl eja 
la capacidad oxidativa natural del sistema sin agentes protectores y/o prooxidantes.

El BHT mostró un porcentaje de oxidación del 57,4 % sin la presencia de AAPH, lo que indica una efectividad 
moderada en la protección contra la oxidación proteica natural. El EM evidenció una mayor capacidad para inhibir 
la oxidación, con un porcentaje de oxidación del 42,5 %, sin diferencias signifi cativas en comparación con el BHT. 
Por otro lado, el EHA fue menos efi caz en la inhibición de la oxidación, con un valor del 62,5 %. 

Figura 3. Porcentaje de grupos carbonilo en las diferentes muestras analizadas, control, AAPH (10 mM), BHT (1 mM) y 
extracto metanólico (EM, IC

50
 630 ug/mL) y extracto hidroalcohólico (EHA, IC

50
 732 ug/mL). (a – e) Las letras diferentes in-

dican diferencias signifi cativas (p<0.05; n=9; análisis de varianza, prueba post-hoc de Tukey). Los datos representan la media 
± SEM de tres repeticiones por triplicado. 
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En los tratamientos combinados de BHT/AAPH, EM/AAPH y EHA/AAPH, se observó una reducción signifi cati-
va en la oxidación proteica en comparación con el tratamiento con AAPH solo. En particular, el tratamiento EM/
AAPH resultó en un 72.5 % de oxidación proteica, mientras que EHA/AAPH mostró un 78.3 % de oxidación. 
Estos valores, aunque superiores a los del BHT (46.5 %), no fueron estadísticamente signifi cativos; por lo tanto, 
se refl eja la capacidad de estos extractos para mitigar los efectos oxidativos del AAPH. 

Tabla 3. Concentración de grupos carbonilos en las diferentes muestras analizadas. Tampón fosfato PBS, diclorhidrato de 
2,2’-azo-bis(2-amidinopropano) (AAPH, 10 mM), hidroxianisol butilado (BHT) (1 mM), extracto metanólico (EM, IC

50
 630 

ug/mL) y extracto hidroalcohólico (EHA, IC
50 

732 ug/mL). 

Tratamientos

Carbonilo
nmol/mg proteína 0 

horas

Carbonilo
nmol/mg proteína 3 

horas

% oxidación proteica 
a las 3 horas

Aumento del % oxidación 
con respecto a 0 horas

AAPHa 0.40 ± 0.08 1.01 ± 0.08 252.5 ± 34.5 152.5

PBSb 0.41 ± 0.06 0.84 ± 0.06 204.8 ± 17.4 104.8

BHTc 0.47 ± 0.10 0.74 ± 0.05 157.4 ± 26.3 57.4

EMc 0.47 ± 0.10 0.67 ± 0.03 142.5 ± 27.7 42.5

EHAb,c 0.40 ± 0.09 0.65 ± 0.07 162.5 ± 28.6 62.5

BHT/AAPHc 0.43 ± 0.10 0.63 ± 0.07 146.5 ± 20.5 46.5

EM/AAPHb,c 0.40 ± 0.09 0.69 ± 0.07 172.5 ± 19.3 72.5

EHA/AAPHb,c 0.37 ± 0.08 0.66 ± 0.08 178.3 ± 22.6 78.3
Notas: (a – c) Las letras diferentes indican diferencias signifi cativas (p < 0.05). Los datos representan la media ± SEM de tres 
repeticiones por triplicado.

3.4 Oxidación de proteínas - Electroforesis SDS-PAGE
Se llevó a cabo una electroforesis para identifi car las alteraciones causadas por la oxidación de las proteínas. En 
los geles (Figura 4) se pueden observar bandas correspondientes a diversas proteínas presentes en el extracto de 
músculo bovino, donde la tropomiosina, actina y paramiosina se destacan como los componentes principales del 
extracto, con pesos moleculares aproximados de 37 kDa, 43 kDa y 100 kDa (27) .

En la fi gura 4 se evidenció que el sistema oxidante empleado afectó la estructura proteica después de tres horas 
de incubación, mostrando un aumento en la fragmentación de proteínas (de 17 bandas proteicas a las 0 horas a 21 
bandas proteicas a las 3 horas). En los controles de PBS y BHT no se evidenciaron cambios después de las tres 
horas de incubación. En los extractos sin oxidante, no se observó fragmentación ni modifi caciones en la actina, que 
presentó un peso molecular de aproximadamente 42-43 kDa. Además, se evidenció que tanto el EM como el EHA 
brindan una ligera protección al extracto bovino tratado con AAPH, particularmente en la actina y la paramiosina, 
después de tres horas de incubación, en comparación con las muestras tratadas exclusivamente con AAPH.
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Figura 4. Análisis de proteínas miofi brilares incubadas con diferentes tratamientos mediante electroforesis SDS-PAGE. (A) 
0 hora de incubación. (B) 3 horas de incubación. Línea 1 marcador de peso molecular, línea 2 tampón fosfato PBS, línea 3 
BHT 1 mM, línea 4 AAPH 10 mM, línea 5 AAPH+EHA, línea 6 AAPH+EM, línea 7 AAPH+BHT, línea 8 EM, línea 9 EHA.  
Std o MP: 27 a 240 KDa.

4. Discusión
El EM de hojas de C. arabica demostró una mayor efi cacia en la extracción de compuestos fenólicos y fl avonoides 
en comparación con el EHA. Esta mayor concentración de compuestos bioactivos en el EM se tradujo en una ca-
pacidad antioxidante superior, medida mediante la inhibición del radical DPPH. Esto sugiere que la polaridad del 
solvente en el EM permite una solubilización más efectiva de fenoles y fl avonoides en comparación con el EHA. 
La superioridad de BHT y Trolox en la inhibición del DPPH destaca la alta efi cacia de los antioxidantes sintéticos; 
sin embargo, los antioxidantes naturales, como los presentes en C. arabica, siguen siendo de gran interés por sus 
benefi cios potenciales para la salud y la seguridad alimentaria.
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En estudios previos, se ha observado que los extractos 
obtenidos con alcoholes al 100% exhiben la mayor ac-
tividad antioxidante total mediante el método DPPH 
(28,29). Aunque hay pocos estudios sobre los extractos 
de hojas de C. arabica, algunas investigaciones, como 
el de Armijos (30),  muestran que los extractos acuoso 
y etanólico presentan actividades antioxidantes del 15% 
y 23%, respectivamente, con valores de IC

50 
de 117.5 y 

104.2 μg/mL. Por otro lado, Kurang (31) reporta que 
el EM contiene fl avonoides, alcaloides, terpenoides y 
fenoles, lo que se traduce en una potente capacidad an-
tioxidante con un IC

50 
de 57.699 ppm. Nuestros resulta-

dos concuerdan con estos hallazgos, mostrando una ma-
yor efi cacia del EM en la inhibición del radical DPPH 
comparado con el EHA, subrayando la importancia del 
solvente en la optimización de la extracción de com-
puestos bioactivos con capacidad antioxidante.

Hasta la fecha, no se habían reportado estudios que eva-
luaran la capacidad de los extractos metanólicos. de C. 
arabica para inhibir la lipoperoxidación en un modelo de 
músculo bovino. Sin embargo, investigaciones previas 
han mostrado resultados prometedores con extractos de 
C. arabica en otros modelos. Por ejemplo, Stadler et al. 
(32),  encontraron que la administración de cafeína pura 
durante siete días redujo en un 70% los hidroperóxidos 
lipídicos y aumentó la relación entre glutatión reducido 
y oxidado en un 249 % en voluntarios saludables. Estos 
resultados sugieren que los componentes del café po-
drían desempeñar un papel importante en la reducción 
del daño oxidativo (33), aunque los efectos específi cos 
en la lipoperoxidación del músculo bovino aún no han 
sido investigados.

Phan et al. (34) reportan que las fracciones del extrac-
to etanólico crudo del sedimento de C. arabica mos-
traron una notable actividad antioxidante en la captura 
del radical DPPH (IC

50
 de 27.3 μg/mL) y una capacidad 

superior para inhibir la peroxidación lipídica (2.11 mg 
MDA/kg al día 6 de almacenamiento) en camarones 
blancos. Estos resultados, que están asociados con un 
alto contenido de fenoles totales (116.5 mg GAE/100 
g), son consistentes con nuestros hallazgos sobre el EM 
de hojas de C. arabica, que también mostró una elevada 
capacidad antioxidante. Aunque la comparación directa 
con los efectos en las fracciones del sedimento es limi-
tada debido a la falta de estudios específi cos en músculo 
bovino, los resultados sugieren un potencial signifi cati-
vo para la protección contra la oxidación lipídica, resal-
tando el valor de C. arabica en la seguridad alimentaria 
y la valorización de subproductos.

En un estudio paralelo (35), se demostró que los ex-
tractos con etanol y agua del residuo de café (ECR) 
tienen una actividad antioxidante signifi cativa en ho-
mogenizados de carne cruda, con un incremento mu-
cho menor en TBARS en comparación con el butilhi-
droxianisol (BHA). Nuestro estudio, que muestra que 
el EM de hojas de C. arabica también tiene una alta 
capacidad antioxidante, respaldando la efi cacia de los 
solventes orgánicos para extraer compuestos fenólicos. 
Sin embargo, es importante notar que las diferencias en 
las matrices de muestra pueden infl uir en los perfi les de 
estos compuestos. En cuanto a la inhibición de la pe-
roxidación lipídica, los extractos de ECR mostraron ser 
efectivos en carne cruda, pero su potencia disminuyó 
en carne cocida. Esto sugiere que la efectividad de los 
extractos naturales puede variar según la matriz y las 
condiciones de procesamiento.

Aunque la capacidad antioxidante del extracto de hojas 
de C. arabica ha sido bien investigada, sus efectos es-
pecífi cos sobre la oxidación proteica en músculo bovino 
son nuevos. En contraste con el estudio de do Carval-
ho (36), que no encontró un aumento signifi cativo en 
los niveles de carbonilos proteicos en ratas Wistar tras 
la exposición a café orgánico y convencional en com-
paración con 1,2-dimetilhidrazina, nuestros resultados 
muestran un aumento signifi cativo del 152.5 % en la 
oxidación proteica en el modelo de músculo bovino uti-
lizando AAPH como inductor de oxidación. El BHT re-
dujo la oxidación al 57.4 %, mientras que los extractos 
metanólico e hidroalcohólico de C. arabica mostraron 
una capacidad similar para inhibir la oxidación protei-
ca, aunque no tan efectiva como el BHT. Esto sugiere 
que, aunque el café tiene un potencial antioxidante con-
siderable, su efi cacia puede variar dependiendo del tipo 
de muestra y las condiciones experimentales. La discre-
pancia con los hallazgos de do Carvalho puede deberse 
a diferencias en los modelos experimentales, como la 
especie animal y el tipo de tejido, lo que resalta la nece-
sidad de realizar más estudios para evaluar el potencial 
antioxidante de Coff ea arabica en diferentes contextos 
y su aplicabilidad en la industria alimentaria.

5. Conclusiones
Este estudio evidenció la capacidad del extracto meta-
nólico de hojas de Coff ea arabica para inhibir la oxida-
ción lipídica y proteica en comparación con el extracto 
hidroalcohólico. Ambos extractos demostraron una sig-
nifi cativa capacidad antioxidante, con el EM mostran-
do mayores concentraciones de compuestos fenólicos 
y fl avonoides y una mayor efi cacia en la inhibición del 
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radical DPPH. En cuanto a la oxidación lipídica, el EM 
y el EHA redujeron signifi cativamente la formación de 
MDA, aunque el EM fue más efectivo, a pesar de que 
ambos extractos resultaron menos efi caces que el BHT. 
En la inhibición de la oxidación proteica, el EM mostró 
una reducción en la formación de grupos carbonilo que, 
aunque inferior a la del BHT, supera a la del EHA. Los 
resultados sugieren que el EM de Coff ea arabica tiene 
un potencial superior en la protección antioxidante, es-
pecialmente en la prevención de la oxidación de lípidos 
y proteínas. No obstante, ambos extractos tienen apli-
caciones prometedoras en la preservación de productos 
alimenticios, y es recomendable realizar estudios adi-

cionales para explorar su efi cacia en diferentes matrices 
alimentarias y condiciones experimentales.
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Material suplementario
Tabla S1. Porcentaje de inhibición del radical DPPH por los extractos de hojas de Coff ea arabica en comparación con BHT 
y trolox. Se muestran las concentraciones inhibitorias media IC

50
. Los datos son las medias ± SEM de tres experimentos por 

triplicado.

Muestra Tratamientos % inhibición de DPPH IC
50

 (µg/mL)

EM

100 µg/mL 20.1 ± 3.4

630

200 µg/mL 24.3 ± 5.4

400 µg/mL 33.1 ± 4.7

800 µg/mL 58.4 ± 5.2

1600 µg/mL 70.4 ± 4.8

EHA

100 µg/mL 11.5± 3.8

732

200 µg/mL 17.6 ± 4.9 

400 µg/mL 24.2 ± 4.9

800 µg/mL 54.8 ± 5.4

1600 µg/mL 64.2 ± 4.5

BHT

100 µg/mL 81.5 ± 0.7

84.6

200 µg/mL 84.1 ± 5.0

400 µg/mL 85.6 ± 0.7

800 µg/mL 86.0 ± 2.3

1600 µg/mL 86.7 ± 0.5

Trolox

100 µg/mL 89.8 ± 0.9

73.3

200 µg/mL 91.7 ± 1.0

400 µg/mL 92.7 ± 1.1

800 µg/mL 93.3 ± 1.3

1600 µg/mL 93.5 ± 1.3

Coff ea arabica Potencial en lipoperoxidación y oxidación proteica.Villada et al
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