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Evaluacion de la actividad antioxidante y deteccion de marcadores quimicos en
extractos de hojas y granos de siete variedades de café comercializadas en
Guatemala

1. Resumen

El café pertenece a la familia de las Rubiéceas, en la que se incluyen méas de 500
géneros y alrededor de 800 especies. Las tres especies mas conocidas son arabe (Coffea
arabica L.), robusta (Coffea robusta L. Linden) y liberiana (Coffea liberica Bull ex
Hiern). Guatemala es el mayor productor de café de Centroamérica, se cultiva
basicamente café arabica, el cual cerca del 90%, se vende al exterior como café de
calidad.

Se colectaron cuatro variedades de café proveniente de siete regiones de
Guatemala con el objetivo de caracterizar la composicion quimica y evaluar la actividad
antioxidante, se realizaron extractos etandlicos por percolacion con rendimientos muy
promisorios para su industrializacién (29.83 % en grano y 48.32 % en hoja), se
determind el contenido fendlico, cafeina, acido clorogénico como marcadores quimicos
y azUcares.

Se demostré que los extractos de hojas y granos presentaron actividad
antioxidante por DPPH (Clso de 0.63 y 0.81 mg/mL), ABTS (Cl 50 de 0.92 y 1.48
mg/mL), FRAP (7.94 y 7.37 g de Fe*?/g de extracto), fenoles totales (87.50 y 90.40 pg
acido galico/g de extracto) se cuantifico acido clorogénico (1.04 y 4.91 %), cafeina (0.72
y 1.19 %) y azucares (2.98 y 3.29 %) respectivamente. Dichos resultados demuestran la
potencialidad de la hoja la cual puede ser aprovechada por su contenido fendlico y
actividad antioxidante, un recurso poco explorado el cual puede permitir la
diversificacion de los productos del café y el grano con la mayor cantidad de &cido

clorogenico y cafeina.

2.Palabras clave: cafeina, acido clorogénico, fenoles, antioxidante, azlcares.



3. Abstract and keyword

The coffee belongs to the Rubiaceas family, which includes more than 500 genera
and around 800 species. The three most well-known species are Arab (Coffea arabica
L.), robusta (Coffea robusta L. Linden) and Liberian (Coffea liberica Bull ex Hiern).
Guatemala is the largest producer of coffee in Central America, basically Arabica coffee
is cultivated, which about 90% is sold abroad as quality coffee.

Four varieties of coffee were collected from seven regions of Guatemala to
characterize the chemical composition and evaluate the antioxidant activity. Ethanol
extracts were obtained by percolation with very promising results for industrialization
(29.83% in grain and 48.32% in leaf), the phenolic content was evaluated caffeine,
chlorogenic acid as chemical markers and sugars.

It was demonstrated that the extracts of leaves and grains presented antioxidant
activity by DPPH (1C50 of 0.63 and 0.81 mg / mL), ABTS (IC 50 of 0.92 and 1.48 mg
/ mL), FRAP (7.94 and 7.37 g of Fe + 2/ g). of extract), total phenols (87.50 and 90.40
ug gallic acid / g of extract) chlorogenic acid (1.04 and 4.91%), caffeine (0.72 and
1.19%) and sugars (2.98 and 3.29%) respectively were quantified. These results
demonstrate the potential of the leaf which can be exploited for its phenolic content and
antioxidant activity, a little explored resource which can allow the diversification of

coffee and grain products with the greatest amount of chlorogenic acid and caffeine.

Keyword: caffeine, chlorogenic acid, phenols, antioxidants, sugars.



4. Introduccion

El café es un arbol de hoja perenne de la familia Rubiaceae, asi como una de las
bebidas méas consumidas en el mundo (Monente, Ludwing, Irigoyen, de Pefia, & Cid,
2015; Saura-Calixto & Gofii, 2006). Los granos de café verde se producen en alrededor
de 70 paises (lwasa et al., 2015). Las variedades mas cultivadas son Coffea arabica
(Arabica) y C. canephora (Robusta), que se utilizan para la produccién comercial,
representando aproximadamente el 60% y el 40% del mercado mundial del grano de
café, respectivamente, mientras que C. liberica aporta menos del 1% del café

comercializado (Rodrigues, Salva, & Bragagnolo, 2015).

Se ha reportado algunos compuestos como la cafeina, trigonelina, acido nicotinico
y clorogénico, melanoidinas y diterpenos que le aportan propiedades nutricionales o
funcionales asociadas principalmente a su actividad antioxidante (Patay, Bencsik, &
Papp, 2016).

El café como alimento funcional reporta propiedades antioxidantes, reduce la
incidencia de cancer, diabetes y enfermedad hepatica, protege contra la enfermedad de
Parkinson y reduce el riesgo de mortalidad (Cano-Marquina, Tarin, & Cano, 2013). El
extracto de granos de café verde muestra un efecto hipotensor en ratas (Suzuki, Kagawa,
Ochiai, Tokimitusu, & Saito, 2002), reduce la grasa visceral y peso corporal, dichas
propiedades estan relacionadas con los compuestos bioactivos (Igho, Rohini, & Edzard,
2011).

El &cido clorogénico uno de los principales compuestos fenolicos del café verde,
son conocidos por tener propiedades antiinflamatorias, antibacterianas, actividades
contra el cancer y las funciones de proteccion del ADN (Henry-Vitrac, Ibarra, Roller,
Merillon, & Vitrac, 2010; Xu, Hu, & Liu, 2012).

Los compuestos polifendlicos y el hidroxicinamato se han identificado y
cuantificado en los granos de café de China, Indiay México (Mullen, Nemzer, Stalmach,
Ali, & Combert, 2013; Smarke, Kroslakova, Gloess, & Yeretzian, 2015).



Jang y colaboradores (2014) reportaron que el acido clorogénico puede ayudar a

prevenir la degeneracion retiniana.

En Guatemala se reconocen siete regiones en donde se cultiva el café, segun
informe de la Asociacion Nacional del Café (Anacafe), sin embargo, en Guatemala se
han reportado muy pocos estudios que establezcan las diferencias de composicion
quimica entre los materiales obtenidos en las diferentes regiones donde se cultiva el

café.

Los granos de café se han utilizado en la industria de alimentos, cosméticos y
farmacéuticos debido a su contenido de cafeina y alto contenido de polifenoles. Sin
embargo en Guatemala muy pocos estudios se han realizado para determinar la calidad
de los granos de café y no se ha explorado el potencial que podria representar las hojas

como un subproducto derivado del cultivo.

En este estudio se pretende caracterizar quimicamente los extractos de la hoja, la
cual actualmente no tiene ningun aprovechamiento y extractos de granos para
determinar la calidad del café que se comercializa en Guatemala y evaluar su actividad
antioxidante para seleccionar las regiones mas promisorias para la propuesta de nuevos

productos para la industria alimenticia, cosmética, farmacéutica y agroindustria.

5. Planteamiento del problema

Las especies de Coffea son bien conocidas y se comercializan en todo el mundo,
tienen un papel importante debido a su efecto farmacoldgico. Ocupan el segundo lugar
después del petréleo en el mercado internacional y proporcionan ingresos superiores a
20 millones de familias en mas de 50 paises cada afio (Davis, Chester, Maurin, & Fay,
2007). Las especies mas comercializadas son C. arabica, C. robusta 'y C. liberica (Patay,
Bencsik, et al., 2016).



La calidad de cada especie de café varia con sus variedades bioldgicas, su origen

geogréfico y su entorno climatico como la altitud, temperatura, fertilizacion y suelo.

Los microclimas que existen en las regiones cafetaleras marcan la diferencia en
las caracteristicas de fragancia, aroma, acidez, cuerpo, sabor y post sabor, de los granos
de café (Bertrand et al., 2012).

Recientemente, con el creciente reconocimiento de la importancia de los granos
de café y beneficios potenciales para la salud de los consumidores, resulta de interés
caracterizar los compuestos bioactivos, especialmente cafeina y acido clorogénico, los
cuales han sido reportado como los mas importantes compuestos presentes en estos
granos (Esquivel & Jiménez, 2012). Asi mismo, Se reconoce que existe una
subutilizacion de las hojas del café, a pesar de los multiples efectos beneficiosos

atribuidos popularmente alrededor del mundo (Ross, 2005).

Pocos estudios se han realizado en Guatemala sobre la composicién quimica de
los granos de café y respecto a la hoja no se tiene ningun reporte de estudios previos.
Ademas grandes cantidades de hoja son desperdiciadas por la poda al inicio del
crecimiento y al final de la cosecha del café. Por lo que surgi6 el interés de realizar
investigaciones para caracterizar quimicamente los granos y hojas de las distintas
regiones que se cultivan en Guatemala y evaluar su actividad antioxidante, con potencial
para el desarrollo de nuevos productos y diversificar el uso que se le da tanto a los granos
como a las hojas.

6. Preguntas de investigacion

¢ Cual es la composicion quimica (compuestos fenolicos, azlcares, aceite y alcaloides)

presente en las hojas y granos de café de las diferentes regiones de Guatemala?

¢ Presentan los extractos de granos de café mayor actividad antioxidante que las hojas?



¢Es posible aprovechar las hojas y granos para la propuesta de nuevos productos para

diversificar la produccion de café en Guatemala?

7. Delimitacion en tiempo y espacio
La investigacion se desarrollo en el Laboratorio de Investigacion de Productos

Naturales (Lipronat) en un periodo de once meses.

Las muestras fueron proporcionadas por siete fincas privadas, cinco pertecientes
a la Asociacion de Reservas Naturales Privadas de Guatemala, cada una de ellas
localizadas en diferentes regiones Tajumulco San Marcos; El Palmar Quetzaltenango;
Villa Canales, Guatemala; Pueblo Nuevo Vifas, Santa Rosa; La Democracia
Huehuetenango; Salaméa Baja Verapaz y Zacapa. Por conveniencia se realizd una sola

colecta durante los meses de enero a marzo.

8. Marco tedrico
8.1 Coffea arabica

El café pertenece a la familia botanica Rubiaceae, incluyendo 450 géneros y
mas de 6,500 especies. La mayoria son arboles y arbustos tropicales que crecen en
la capa mas baja de los bosques, las especies de Coffea son lefiosas, pero
comprenden desde arbustos pequefios hasta arboles grandes de mas de 10 m de
altura; las hojas pueden ser de color amarillento, verde oscuro, bronce o matizado
de purpura (Patay, Nemeth, Nemeth, Filep, Vlase, & Papp 2016).

El cafeto (Coffe arabica) es originario de Etiopia, la primera planta de café
fue introducida a Guatemala por los Jesuitas, a mediados del siglo XVII, en el
periodo del Rey Carlos Ill. Fue utilizado como ornamental en Antigua Guatemala,
se propag0 a principios del siglo XIX. Fue plantado en diferentes regiones como

Guatemala, Villa Nueva, Petapa, Amatitlan, Santa Rosa y Jutiapa (Wagner, 2001)

La Asociacion Nacional del Café (Anacafé) establecio una clasificacion del

café a través de sus cualidades y caracteristicas, dentro de las cuales se definieron
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cinco regiones distintas de produccion de cafeé, estas son: Antigua, Atitlan, Fraijanes,
Huehuetenango y Cobéan. Asi mismo se ha integrado el café de San Marcos y el café
de Nuevo Oriente por el importante desarrollo que han tenido durante los ultimos

anos.

e Fraijanes. Se cultiva en el municipio de Fraijanes, departamento de Guatemala a
altitudes referidas entre los 3,900 a 4,900 pies s.n.m en una region de temperatura
agradable y moderada durante todo el afio. La combinacion de los factores
orogréficos, geograficos y climaticos que identifican a la region de Fraijanes influye
en la determinacion de las caracteristicas especiales del grano que es de excelente

calidad y aspecto.

e Coban. Esta region, de Alta Verapaz, esta clasificada como bosque subtropical
hdmedo. Su clima célido y humedo entra desde el Caribe y propicia una lluvia que
dura todo el afio, con una temperatura entre 15 °C a 20 °C. Ademas, esta rodeado de
varias cadenas de montafias que producen una serie de variados micro climas que van
desde el caliente tropical hasta el muy frio. Todas estas caracteristicas contribuyen a
que el café crezca rapidamente y se distinga por su aroma, cuerpo y acidez dignos
del café fino. Se sitda entre 4,300 y 5,000 pies s.n.m.

e Huehuetenango. Las zonas cafetaleras de Huehuetenango se encuentran entre los
4,900 y 6500 pies s.n.m, altura ideal para el cultivo del café de apreciable calidad. El
ambiente donde se cultiva, se ve modificado por corrientes de vientos céalidos
procedentes del Gran Valle de México, lo que permite cultivar café a alturas mayores
de los 6,500 pies y producir granos de gran calidad. La ubicacion dentro de la zona
subtropical himeda contribuye a que la regién huehueteca produzca un café de

hermosa apariencia y maduracion uniforme.

e Atitlan. El café de Atitlan se cultiva en una planicie inclinada que forma una
depresion donde se aloja el imponente Lago de Atitlan. Los suelos donde nace este

café estan formados por materiales procedentes de los volcanes Atitlan, San Pedro,
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y Tolimén, lo cual favorece su crecimiento y el perfecto desarrollo de sus calidades.
La produccion de café de tipo Atitlan se concentra en el municipio de Solol3,
departamento de Solola. La altitud de las plantaciones oscila de 3,900 a 5,900 pies
s.n.m, lo cual hace muy restringida la presencia de plagas y enfermedades que mas

atacan el cultivo.

e Café de Antigua. La region cafetalera de Antigua, en el departamento de
Sacatepéquez, mantiene una temperatura de 19 °C a 22 °C durante todo el afio.
Antigua es un valle rodeado de montafas y volcanes en cuyas laderas de suelos
volcanicos se cultivan los famosos y conocidos cafés de dicha region, a una altitud
de mas de 4,900 pies s.n.m, y es una de las areas de mas antigua ocupacion cafetalera
en el pais. ElI micro clima particular de Antigua, templado y con una marcada
definicién de las épocas lluviosas y secas, influye en la maduracion homogénea del

fruto de alta calidad.

e Otras Regiones. La Asociacion Nacional del Café (ANACAFE) ha redefinido su
regionalizacion de las zonas cafetaleras integrando asi el café de San Marcos el cual
tiene acidez pronunciada, cuerpo equilibrado y con un excelente aroma, se cultiva a
una altitud de 4,600 a 6,000 pies con una temperatura que oscila entre los 21 °C y 27
°C y la época de cosecha es entre diciembre y marzo. Otra region integrada es las del
café de Nuevo Oriente, este es totalmente nuevo tiene gran aroma y acidez marcada,
se cultiva a una altitud de 4,300 a 5,500 pies con una temperatura que oscila entre 18
°Cy 25 °C.

En Guatemala se cultivan 276,000 ha con café, las cuales se distribuyen en
204 municipios, alrededor del 60 % de las plantaciones tiene mas de 15 afios.
(MAGA, 2013). Existe alrededor de 90,000 productores, Las regiones que mas
productores tienen son: region IV (19,299 productores) region VI (16,707
productores). La menor cantidad de productores se localiza en la regién V11 (5,796

productores) (MAGA, 2013). Se estima un consumo local de 400,000 quintales, mas
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del 90 % de la produccion se exporta a diferentes destinos, El rendimiento de

produccion promedio oscila entre 11.4 y 37.8 quintales oro/ha (MAGA, 2013).

En los tres primeros trimestres de 2017 el principal exportador de café en
Centroamérica fue Honduras, con U$ 1.222 millones, seguido de Guatemala, con
U$ 690 millones, Nicaragua, con U$ 466 millones, Costa Rica con U$ 284 millones,
El Salvador, con US$ 113 millones y Panama con US$ 21 millones. De octubre
2017 a febrero 2018, el mercado del café se ha cotizado en un rango de US$ 116.90
a US$ 132.70, el promedio de precios ha sido de US$ 124.80 (Eskenasy, 2018).

En Guatemala se cultivan diferentes variedades de las dos especies
comerciales, con la participacion del 98.5 % de Coffea arabica y 1.5 % de Coffea
canephora. Entre las variedades mas cultivadas de la especie arabica, estan las
tradicionales que han contribuido a la produccion en Guatemala en cantidad y
calidad de la bebida que han permitido el posicionamiento en mercados especiales
como lo son: Caturra, Catuai, Pache, Pache Colis, Bourbdén y Pacamara. Ademas en
los ultimos afios se ha incrementado la siembra de variedades que poseen resistencia
a la roya como los Catimores y Sarchimores, estas son variedades hibridas que se
originan del cruce de 2 plantas de arabica genéticamente distintas y han servido de
base para el desarrollo de las variedades comerciales conocidas con los nombres de
Anacafé 90, Catimor 86-67, Costa Rica 95, Lempira, Parainema, Sarchimor,
Anacafé 14, Cuscatieco, Tupi, Obata, Geisha, Castillo y Marsellesa, entre otras. En
la ultima década se ha incrementado la siembra de la especie C. canephora, café
Robusta, especialmente en la region del suroccidente del pais, debido a que posee
condiciones climaticas que requiere esta especie.

Tambien la planta de Robusta se utiliza como porta-injerto de las variedades
arabicas, con el objetivo de contrarrestar el ataque de nematodos que afectan las
raices de las plantas de café, particularmente las lineas de Robusta que selecciono la
Asociacion Nacional del Café (Anacafé) y se conoce como variedad Nemaya
(Velasquez, 2017).
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Las plantaciones de café en Guatemala representan el bosque artificial mas
grande de Centroamérica. Se estima que en Guatemala se cultivan 800 millones de
cafetos que reciben sombra de 38 millones de &rboles, gracias a lo cual, las
plantaciones de café son un gran proveedor de oxigeno y un buen fijador de carbono.
Expertos han determinado que dos hectareas de cafetal generan la misma cantidad de
oxigeno producida por una hectarea de bosque tropical humedo. Asi, diariamente este
gigantesco bosque cafetal vierte a la atmdsfera la cantidad nada despreciable, de 5
millones de toneladas de oxigeno. No en vano pues, la selva del departamento de
Petén, es considera el pulmon surtidor de oxigeno para el cono norte del continente
americano.

Los bosques de millones de cafetos y arboles proveedores de sombra, sirven,
ademas, como corredor y refugio para aves migratorias que proceden del sur y del
norte del planeta y que utilizan las copas de los arboles como vivienda temporal, muy
especialmente la de los arboles de las especies localmente denominadas “cuje, chalun
y cuchin”. Este fenémeno ha sido certificado por el Centro para el Estudio de las
Aves Migratorias del Instituto Smithsonian de Washington, la Universidad de San
Carlos de Guatemala, y la Fundacién Defensores de la Naturaleza.

Adicionalmente, las caracteristicas propias del café permiten que sea
cultivado en laderas, terrenos inclinados y montafas, lugares que no son apropiados
para otros cultivos. Esto contribuye a evitar la erosion, facilita la filtracion de la lluvia
y ayuda al cumplimiento normal del ciclo hidrobioldgico (Wagner, 2001, Cuadras,
2017).

8.2 Métodos antioxidantes

Halliwell & Gutteridge (2015), definen un antioxidante como la sustancia que
cuando esta presente en una concentracion baja comparada con un sustrato oxidable
en el medio inhibe la oxidacién, bajo esta clasificacion los compuestos fendlicos
derivados del metabolismo secundario pueden proteger diversos 6rganos de la

oxidacion y ser considerados como antioxidantes naturales.
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Segun Rincon y colaboradores (2011) diversos compuestos presentes en
productos vegetales tienen la propiedad de actuar como antirradicales o
antioxidantes, en estos productos se ha evidenciado la presencia de los compuestos
fenolicos que tienen propiedades antioxidantes. La actividad de los polifenoles se
encuentra asociada a la prevencion de enfermedades asociadas con el estrés
oxidativo, como son los procesos degenerativos de la memoria, los antioxidantes son
compuestos que inhiben o retrasan la oxidacion de otras moléculas al terminar el
inicio o la propagacion de la cadena de reacciones de oxidacion.

Los fenoles, especialmente los flavonoides y los antocianos, muestran una
gran capacidad para captar radicales libres causantes del estrés oxidativo,
atribuyendoseles a su vez un efecto beneficioso en la prevencion de enfermedades
tales como: cardiovasculares, circulatorias, cancerigenas y neuroldgicas. Poseen
actividades anti-inflamatoria, antialérgica, antitromboética, antimicrobiana vy

antineoplésica (Kuskoski et al., 2005).

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante, ya sea in
vitro o in vivo. Una de las técnicas mas aplicadas en las medidas in vitro de la
capacidad antioxidante total de un compuesto, mezcla o alimento, consiste en
determinar la actividad del antioxidante frente a sustancias cromdgenas de naturaleza
radical. La pérdida de color ocurre de forma proporcional con la concentracion. No
obstante, las determinaciones de la capacidad antioxidante realizadas in vitro nos
brinda tan sélo una idea aproximada de lo que ocurre en situaciones complejas in
vivo (Kuskoski et al., 2005).

Basados en la reaccion quimica de los compuestos antioxidantes y los radicales
libres la capacidad antioxidante se clasifica en dos tipos:

a. Ensayos basados en la trasferencia de atomos de hidrogeno (HAT): Estos
ensayos miden la capacidad de donacion del atomo de hidrogeno de los
compuestos antioxidantes mediante una reaccién de transferencia acoplada a
protones, donde mide la capacidad del antioxidante de romper la cadena. Estos

ensayos se basan en la reaccion entre el generador de radicales sintéticos, la
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molécula oxidable y un oxidante, en donde se mide la reaccion cinética la cual
deriva una curva. Dentro de estos se encuentran: capacidad de absorbancia del
radical oxigeno (ORAC), método de la captura del radical ABTS, ensayo de
crocina (CBA), parametro antioxidante de secuestro de radicales libres (TRAP),
actividad de captura de radical hidroxilo, ensayo de la capacidad inhibitoria de
LPO, secuestro de radical perdxido, ensayo de inhibicion de oxigeno (10C),
ensayo de fotoguemoluminiscencia (PCL), ensayo de beta caroteno-acido
linoleico.

Ensayos basados en la transferencia de electrones (ET): Estos ensayos miden la
capacidad de reduccion de los antioxidantes. Estdn basados en una simple
reaccion redox, en la cual los compuestos reducen los radicales libres y se
oxidan. La reduccion por los compuestos antioxidantes resulta en el cambio de
color del reactivo en el cual se correlaciona con la capacidad antioxidante,
medido por cambios en la absorbancia. Dentro de los ensayos estan:

Captura del radical libre DPPH, anion superdxido, reduccion de hierro (FRAP),
capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC) usando ABTS, capacidad
antioxidante por reduccion de ion cuprico (CUPRAC), reactivo de Folin-
Ciocalteu ensayos de fenoles totales, ensayo de N,N-dimetil-p-fenilenediamina
(DMPD), inhibicion del radical NO, ensayo de reaccion del acido tiobarbiturico
(TBARS) (Dontha, 2016; Prior, Wu & Schaich, 2005).

Diversos compuestos cromogenos, como ABTS (Acido 2,2'-azino-bis-3-

etilbenzotiazolin-6- sulfonico), DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo), DMPD (N,N-
dimetil-p-fenilendiamina), DMPO (N-6xido de 5,5-dimetil-1-pirrolina) y FRAP

(poder antioxidante de la reduccion férrica); son utilizados para determinar la

capacidad de los compuestos fendlicos para captar los radicales libres generados,

operando asi en contra los efectos perjudiciales de los procesos de oxidacion, que

implican a especies reactivas de oxigeno (Brewer, 2011; Kuskoski et al., 2005). Estos

ensayos han sido aplicados extensamente a la evaluacion de frutos, vegetales, hojas,

hierbas, especies, muchas investigaciones comparan el valor de diferentes alimentos

los cuales pueden ser recomendados para el consumo y son considerados super
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alimentos por su potencial antioxidante, los cuales tienen mayor mercadeo (Schaich,
Tian, & Xie, 2015).

Los métodos mas aplicados son ABTS y DPPH. Ambos presentan una
excelente estabilidad en ciertas condiciones, aunque también muestran diferencias.
El método con DPPH es simple y rapido. Este es un radical libre que puede obtenerse
directamente sin una preparacion previa, mientras que el ABTS tiene que ser
generado tras una reaccién que puede ser quimica (diéxido de manganeso, persulfato
de potasio, ABAP), enzimatica (peroxidasa, mioglobulina), o también eletroquimica.
Con el ABTS se puede medir la actividad de compuestos de naturaleza hidrofilica y
lipofilica, mientras que el DPPH solo puede disolverse en medio orgénico. El radical
ABTS tiene la ventaja de que su espectro presenta maximos de absorbancia a 414,
654, 754 y 815 nm en medio alcoholico, mientras que el DPPH presenta un pico de
absorbancia a 515 nm (Kuskoski et al., 2005). Estos métodos tienen ventajas y
desventajas, cada método tienen sus caracteristicas en funcion del radical, pH,
tiempo, temperatura y estandares utilizados, es necesario construir curvas de
calibracion para generar resultados cuantitativos, por lo tanto ninguin ensayo in vitro
de actividad antioxidante reflejara la capacidad antioxidante total (Berker et al., 2013:
Granato, et al., 2018; Tian & Schaich, 2013).

Los métodos antioxidantes in vitro y la estimacién del contenido fendlico
total que utilizan los ensayos colorimétricos no solo son Utiles para dar idea de los
posibles efectos beneficiosos sino también se utiliza para el control de calidad de
productos naturales y alimentos (Farhoosh, 2018).

Adicionalmente los métodos in vitro son herramientas para estimar el impacto
de los procesos convencionales y no convencionales utilizados para evitar la
oxidacion lipidica o extraer compuestos antioxidantes de materias primas (Hashemi,
Khanegha, Fidelis & Granato, 2018).

La facilidad del uso de modelos in vitro depende del biomarcardor utilizado
para evaluar el estrés oxidativo del cual pueden surgir conclusiones con aplicaciones

préacticas, siendo necesario demostrar los mecanismos de accion detras de la actividad
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antioxidante mostrada por los compuestos bioactivos y la toxicologia para conocer
las dosis seguras para el consumo (Meng, Li, Li, gan & Li, 2018). Los ensayos de la
actividad antioxidante in vivo deben incluir medidas de actividad de enzimas
enddgenas y expresion de genes comparados con placebo, también es necesario
estudios de biodisponiblidad al principio, durante y después de la digestion
gastrointestinal ya que biodisponibilidad de polifenoles en general es muy baja, estos
compuestos algunas veces pueden ser absorbidos en los tejidos blanco en
concentraciones bajas las cuales son insuficientes para mostrar una actividad
antioxidante, por lo que es evidente que la actividad antioxidante envuelve
interacciones complejas entre factores intrinsecos y extrinsecos relacionados con la
matriz del alimento y el organismo el cual no puede predecirse usando una simple
reaccion quimica (Gutiérrez-Grijalva, Angulo-Escalante, Ledn-Féliz, & Heredia,
2017; Granato, et al., 2018).

8.2.1 Método con DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo)

Este método se basa en la capacidad del radical libre DPPH* para aceptar un
atomo de hidrégeno (H*). EI DPPH es un radical libre estable debido a la
deslocalizacion de un electron desapareado sobre la molécula completa, por lo cual
ésta no se dimeriza, como es el caso de la mayoria de los radicales libres. La
deslocalizacion del electron también intensifica el color violeta intenso tipico del
radical, el cual absorbe en metanol a 515-517 nm. Cuando la solucién de DPPH
reacciona con el sustrato antioxidante que puede donar un &tomo de hidrégeno como
se muestra en la figura 1, el color violeta se desvanece. EI cambio de color es
monitoreado espectrofotométricamente y es utilizado para la determinacién de las

propiedades antioxidantes (Alam, Bristi, & Rafiquzzaman, 2012)
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Figura 1. DPPH antes y después de reaccionar con el compuesto antioxidante.
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Adaptado de Alam, Bristi & Rafiquzzman (2013).

Los resultados de este método se pueden expresar como el valor de la
concentracion media inhibitoria (Clsg), es decir, como la cantidad de antioxidante
necesario para disminuir la concentracion inicial de DPPH al 50%. Este valor se
calcula graficando el porcentaje de inhibicion contra la concentracién del extracto.
Para extractos de plantas o compuestos puros el valor Clso cambia de acuerdo a la
concentracion final del DPPH™ usado (Deng, Cheng, & Yang, 2011).

8.2.2 Método con ABTS (Acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6- sulfonico):
Este método consiste en la técnica de decoloracion, en la cual el radical es
generado directamente en una forma estable antes de la reaccién con los
antioxidantes (Re et al., 1999). Implica la produccion directa del cromoforo ABTS
verde-azul a través de la reaccion entre ABTS y el persulfato de potasio (K2S20s).
Este presenta tres maximos de absorcion a las longitudes de onda de 645 nm, 734 nm
y 815 nm. La adicion de los antioxidantes al radical pre-formado lo reduce a ABTS.
De esta manera el grado de decoloracion como porcentaje de inhibicion del radical
cation ABTS" esta determinado en funcidn de la concentracion y el tiempo; asi como
del valor correspondiente usando Trolox como estandar, bajo las mismas

condiciones.
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Figura 2. Reaccion de ABTS
Adaptado de Zulueta, Esteve, & Frigola (2009).

8.2.3 Método con FRAP (poder antioxidante de la reduccion férrica, por sus siglas

en inglés)
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El método de FRAP consiste en medir el incremento en la absorbancia a 593
nm (azul) que se desarrolla cuando el complejo TPTZ-Fe* se reduce a TPTZ-Fe*?
(Benzie & Strain, 1996). De esta forma, la capacidad antioxidante que presentan los
extractos de diferentes frutas y vegetales se mide como la capacidad reductora del

extracto.

La reduccion del ién férrico a ferroso produce un complejo coloreado de
tripiridiltriacina ferrosa. Los valores de FRAP son obtenidos comparando el campo
de absorbancia a 593 nm en una mezcla de reaccion que contiene iones ferrosos en
concentraciones conocidas. Los cambios en la observancia son lineales sobre un

amplio rango de concentracion con mezclas de antioxidantes (Benzie & Strain, 1996)

9. Estado del arte
Las especies de Coffea crecen en é&reas tropicales y subtropicales,
especialmente en la region ecuatorial a una altitud de 200-1,200 m y de 18-22°C,
pero se ha alcanzado un rango de 1,300 a 1,600 m identificado como una altitud

Optima para el café (Rohwer, 2002; Tesfaye, Govers, Bekele, & Borsch, 2013).

Varios estudios han sido publicados sobre el uso tradicional del café en
medicina humana y veterinaria, la cual esta relacionada a la aplicacion de granos y
otras partes de la planta. La bebida de los granos de café arabica ha sido utilizada
para tratar gripes en Brasil, en Cuba el extracto acuoso de granos son conocidas
como afrodisiaco. En Haiti la infusion de las hojas y granos tostados son usados para
anemia, edema y astenia. La decoccion de granos ha sido utilizada oralmente para
fiebre y como astringente en Nicaragua, mientras que el extracto acuoso de los
granos secos son muy utilizados para el cansancio en Perd, como un cardioténico y
neurotonico en Tailandia y para el asma en el oeste de la India (Ross, 2005). Los
frutos secos hervidos en agua caliente son conocidos como una bebida “giser” en

Yemen (Patay et al., 2016).
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Los granos de C. canephora son utilizados localmente para masajes para
dolores de espalda, el extracto de raiz como vendaje para nifios, las hojas son
utilizadas para la tos en decoccion o infusion (Tabuti, Lye, & Dhillion, 2003). En
Etiopia la gente consume la bebida llamada “hoja” para el tratamiento de
envenenamiento la cual es acompafiada por diarrea y nausea, esta contiene leche y
miel del pericarpio de los frutos del café (Belayneh & Bussa, 2014). En Africa los
granos son utilizados para ataques de asma (Neuwinger, 2000). Las hojas son
consumidas para tratar diarrea y dolores intestinales en Africa. En Cuba consumen
las hojas oral o local en el tratamiento de migrafia, también utilizan las hojas para
diversos dolores en diversas partes del cuerpo. Se ha reportado su uso para dolores
de estdbmago y cabeza en Nicaragua, también como un antitusivo en Perd y es
utilizado para la fiebre y estimulacién de la produccion de prolactina en México
(Ross, 2005).

Las flores de Coffea benghalensis son utilizadas para el sangrado excesivo
durante la menstruacion en Nepal (Ghimire & Bastakoti, 2009). Las raices son
utilizadas para mordeduras por escorpién en la India (Ross, 2005) y se agrega en las

comidas para obtener un efecto afrodisiaco en Etiopia (Belayneh & Bussa, 2014).

Importancia medicinal y aplicaciones del café

Potencial antioxidante: Se ha reportado la actividad de extractos de granos de
C. arabica por diferentes métodos (Gebeyehul & Bikila, 2015), encontrandose que
la actividad es similar a los valores de alimentos antioxidantes como chocolate
negro, hierbas y especies (Bresciani, Calani, Bruni, Brighenti, & Rio, 2014). Los
extractos de especies de arabica y robusta extraidos por fluidos supercriticos
mostraron actividad antioxidante (Nkondjock, 2009). Los extractos de granos
también juegan un papel importante en la proteccion UV y prevencion de cancer, en
un estudio clinico de 30 pacientes con problemas dermatoldgicos, se les aplicd
localmente los extractos mediante una crema facial en 20 pacientes y a 10 pacientes
se les aplico una crema placebo. Al comparar los tratamientos se observd mejoria

en la apariencia, reduccion de arrugas y pigmentacion (Cooper & Kronenberg,
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2009). Otro estudio evaluo la actividad antioxidante y el efecto inhibitorio en la
promocion de tumores en piel en ratones del acido ferulico, clorogénico y cafeico
mostrando una actividad dosis-dependiente de la concentracion de acidos fendlicos
(Huang,Smart, Wong, & Conney, 1988). Los acidos sinapico, cafeico y p-cumarico
también mostraron actividad antioxidante (Patay et al., 2016). Los frutos de café de
Bengala mostraron actividad antioxidante mayor que el &cido ascérbico y a-
tocoferol (Kiran, Baruah, Ojha, Lalitha, & Raveesha, 2011).

Efecto anticancer: EI consumo regular del café reduce la aparicion de cancer
de rifion, higado, mama y colon debido a la cafeina, ditepenoides, acido caféico,
polifenoles, aceite esencial y moléculas heterociclicas (Nkondkjock, 2009). El
efecto anticancer del los extractos del fruto de C. arabica ha sido demostrado en
estudios con ratones (Ross, 2005). El cafestol un diterpeno encontrado en café
exhibi¢ citotoxicidad contra lineas celulares de leucemia HL60 y KG1, reduciendo
el potencial de la membrana mitocondrial, acumulacion de caspasa-3 y la
externalizacion de fosfatidilserina lo cual sugiere ser un agente terapéutico
profilactico para estudios preclinicos por sus propiedades anticancerigenas (Lima,
etal., 2018).

Efectos gastrointestinales: Una taza de café contiene alrededor de 80 mg de
cafeina, pero una taza pequefia de café de alta calidad puede contener
aproximadamente 50 mg de cafeina equivalente a una taza de té. La cafeina es
rapidamente absorbida por el sistema gastrointestinal el cual se une a las proteinas
y es transportado a muchos lugares dentro del organismo. Los niveles en el plasma
alcanzan su maximo a los 30 min despues de la ingestion y su vida media es a las 5
h. En la fase metabdlica la cafeina es dimetilada y degradada en teobromina,
teofilina y paraxantina. La cafeina tiene un efecto diurético y efecto hipertensivo
temporalmente, incrementa la secrecion del acido en el estdmago, y también
estimula la funcion del corazon y el rifién (Patay et al., 2016). El contenido de
teobromina también es diurético y espasmolitico similar al de la teofilina (Dewick,

2002). El efecto colerético y colagogo del acido clorogénico esté bien documentado.
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En el estdmago el acido clorogénico es hidrolizado y convertido a acido caféico el
cual es conjugado a glucuronato o sulfato (Williamson, Driver, & Baxter, 2009). El
acido clorogénico inhibe la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa? la cual
disminuye la produccién de glucosa en el higado, mientras que la cafeina estimula
la produccion de insulina de células B en el pancreas (Khare, 2007). De acuerdo a
estudios epidemioldgicos las sustancias activas de los granos de café pueden reducir
los desérdenes de la vesicula biliar (Patay et al., 2016). El consumo regular del café
puede reducir probablemente la diabetes tipo Il pero es desconocida la sustancia
responsable de este efecto (Belguidoum, Guebailia, Boulmokh, & Houache, 2014;
Bhupathiraju, Bisht & Sisodia, 2010).

Sarria y colaboradores (2018), demostraron en un estudio clinico el efecto
beneficioso a la salud del consumo de café verde y tostado en sujetos con
hipercolesterolemia para prevenir el sindrome metabolico, mostrando efectos
positivos para mantener los niveles de presion sanguinea, glucosa y triglicéridos.

Efecto respiratorio: Los granos de café pueden ser usadas como estimulante
respiratorio (Patay et al., 2016).

Efecto sobre el sistema nervioso: El café es bien conocido por sus efectos
estimulantes sobre el sistema nervioso central. Diversos estudios han demostrado
que el consumo regular de café puede reducir la incidencia de la enfermedad de
Parkinson. Adicionalmente el café puede ser utilizado en terapia de migrafa
combinado con ergotamina, ya que la cafeina tiene actividad vasoconstrictora en el
cerebro. Ha sido utilizado en remedios homeopaticos para facilitar el suefio (Patay
etal., 2016).

Efecto cardiovascular: Isoquercitrina y rutésido extraido de los granos de café
pueden ser utilizados para aterosclerosis, mientras que la quercitrina tiene un efecto
cronotrépico e inotropico positivo y efecto antiarritimico, pueden proteger el LDL
contra las modificaciones oxidativas. La quercetina y rutésido ha sido utilizado en
el tratamiento de fragilidad capilar (Patay et al., 2016). Se ha demostrado que los

granos de café pueden disminuir los niveles de azucar en sangre (Ross, 2005).
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Usos para obesidad: Algunos datos sugieren que la cafeina es efectiva en la
disminucion de peso mediante termogénesis y oxidacion de grasa (Liu, Smith,
Fujioka, & Greenway, 2013; Lopez-Garcia et al., 2006; Shimoda, Seki, & Aitani,
2006; Westerterp-Plantenga, Lejeune, & Kovacs, 2005) aungue no esta del todo

claro.

Efecto antibacteriano: Estudios recientes han demostrado la actividad
antibacteriana de los frutos del café de Bengala contra Proteus vulgaris, Escherichia
coli, Klebsiella pneumonia, Vibrio cholerae, Salmonella typhimurium, S. typhi,
Streptococcus faecalis y S. aureus (Almeida, Farah, Silva, Nunan, & Gléria, 2006;
Kiran et al., 2011; Shetty, Subbannayya, & Shivananda, 1994). Debido al acido
clorogénico durante el tostado de los granos se generan productos de los cuales el
extracto de C. canephora ha mostrado efecto inhibitorio contra Streptococcus
mutans (Almeida et al., 2012; Antonio et al., 2011). Moreira y colaboradores (2018)
evaluaron la actividad bioldgica de extractos de cascara y pulpa de café mostrando
que los carotenoides extraidos de dichos residuos mostraron actividad antioxidante
y antimicrobiana contra bacterias patégenas como Salmonella colorless,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes y contra hongos
Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. carbonarius y A. ochraceus.

Otro estudio report6 la actividad de extracto etandlico de Coffea arabica,
mostrando actividad contra bacterias gram negativas y mostré una actividad
inhibitoria contra tirosinasa y L-DOPA menor que el control arbutina, redujo la
melanina en células de melanoma en dosis dependiente y mostré actividad
antioxidante lo cual sugiere el potencial de los extractos de café en formulaciones
cosmeticas (Kim & Lee, 2018).

Uso cosmético: La cafeina puede reducir eficazmente los efectos de la
radiacion UV y el dafio inducido por los radicales libre, inhibe la actividad
fosfodiesteras, aumenta la concentracién de AMPc y aumenta la apoptosis en los

queratinocitos dafiados en la piel. La cafeina se utiliza tépicamente en el champu
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como un adyuvante para el tratamiento de la caida del cabello, aumenta la
concentracion de AMPc, reduce la tension del masculo liso cerca del foliculo piloso
y facilita la entrega de nutrientes a través de los vasos sanguineos (Sharifian,
Mollabashi, Jaffary, & Nilforoushzadeh, 2016). La cafeina es un compuesto activo
de productos anticeluliticos porque previene la acumulacidn excesiva de grasa en
las células. Este alcaloide estimula la degradacion de las grasas durante la lipdlisis,
presenta potentes propiedades antioxidantes, la cafeina contenida en los cosméticos
aumente la microcirculacion de la sangre en la piel y estimula el crecimiento del
cabello a través de la inhibicion de la actividad de la 5-a-reductasa (Herman &
Herman, 2012).

Usos veterinarios: Los extractos de los granos de café ardbica fueron
administrados via intramuscular en terneros, los cuales mejoraron en un 30% mas
que el grupo placebo en casos de diarrea. En Suiza granjeros administraron bebidas
de café para desordenes reproductivos, gastrointestinales y metabdlicos en los
animales (Schmid et al., 2012).

Estudios quimicos:

La droga oficial es la semilla (semen Coffeae) que contiene 1.25-2.5% de
cafeina (granos tostados: 1.36-2.85%), teobromina, teofilina, cido clorogénico 4.4-
7.5% (granos tostados: 0.3-0.6%), 0.8-1.25% trigonelina (granos tostados: 0.3-
0.6%), 0.022% de colina, 10-16% de aceite graso, acido quinico, sitosterol,
dihidrositosterina, estigmasterol, coffeasterina, tanino, cera, acido cafeico, azUcar,
celulosa, hemicelulosa, no volatil &cidos alifaticos (acidos citrico, malico y oxalico),
acidos volatiles (acético, propanoico, butanoico, isovalérico, hexanoico vy
decanoico), carbohidratos solubles (monosacéridos: fructosa, glucosa, galactosa y
arabinosa), oligosacaridos: sacarosa, rafinosa y estaquiosa, y polimeros de
galactosa, manosa, arabinosa y glucosa. La concentracion de cafeina, que se
presenta parcialmente en forma libre o forma sal con acido clorogeénico, se reduce
durante el tostado (Fattorusso & Scafati 2008).
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La cafeina, el alcaloide mas importante de las especies de café, son
sintetizadas en hojas jovenes de plantulas de C. arabica y frutos inmaduros, y se
acumula en las hojas maduras. La biosintesis de cafeina activa se lleva a cabo en las
hojas superiores y la parte superior del tallo, pero esta ausente en cotiledones, tallo
inferior y raiz (Patay et al., 2016). EI aroma caracteristico del café se debe al a-2-
furfuriltiol, 4-vinil-guaiacol, algunos derivados de alquilo y 3-metilbutano-yrosina,
furanonas, acetaldehido, propanal, metilpropanal (Buffo & Freire, 2004; Kraft &
Hobbs, 2004).

La cafeina presenta diversas actividades bioldgicas como la estimulacion del
sistema nervioso central, estimulacién miocéardica y vasoconstriccion periférica
(Heck & Mejia, 2007). Los estudios cientificos han sugerido que la trigonelina fue
capaz de estimular la actividad respiratoria y promover la utilizacion de la glucosa
en células HepG2 (Riedel et al., 2014).

La grasa y la proteina, son precursores del sabor del café tostado, son
componentes importantes de los granos de café verde y la fraccion lipidica de granos
de café verde comprende principalmente de triacilgliceroles, esteroles, tocoferoles
y diterpenos de la familia de los kaurenos (Ferrari, Ravera, de Angelis, Liverani, &
Navarini, 2010; Speer & Kolling-Speer, 2006).

Los &cidos grasos son beneficiosos para la salud humana ya que son
precursores en la biosintesis de eicosanoides, que se proponen como biorreguladores
de muchos procesos metabolicos celulares (Gressler et al., 2010; Mao, Fu, Nan, &
Wan 2015). Se encontrd que los granos de café verde son ricos en acidos grasos
insaturados tales como acidos oleico (18: 1n-9), linoleico (18: 2n-6) y linolénico
(18: 3n-3). Triacilgliceroles (TAG) representan la principal clase de lipidos en las
muestras de café. La composicion de acidos grasos también se diferencian entre una
mezcla de café Arabica y Robusta (Dong, Tan, Zhao, Hu, & Lu, 2015; Romano et
al., 2014; Toci, Neto, Torres, & Farah, 2013).
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Las proteinas se componen de diferentes aminoacidos que son los principales
compuestos que contribuyen a la formacién del aroma tipico durante el tostado y
estudios previos han reportado que la alanina, es el amino&cido con el contenido
mas alto (1.2 mg/g) en los granos de café Robusta, sequido de asparagina (0.68
mg/g) (Murkovic & Derler, 2006). Casal, Oliveira y Ferreira (2003) han demostrado
que los aminoédcidos D y L tienen el potencial de ser utilizados como
discriminadores de especies de café. Los &cidos grasos y aminoacidos de los granos
de café de algunas regiones del mundo han sido reportados en la literatura. Sin
embargo, los estudios sobre composicion quimica y actividad bioldgica de hojas y

granos de las variedades de café cultivado en Guatemala no se han reportado.

Generalmente, la composicion volatil puede variar segun la genética, el suelo,
el clima y las préacticas agricolas. Bertrand y colaboradores (2012), investigaron la
influencia de las condiciones climaticas en la huella digital de compuestos volatiles
en los granos de cafe y calidad de la bebida del café; Toci & Farah (2014) analizaron
la huella volatil de los granos café brasilefio para corroborar compuestos marcadores

potenciales e identificar nuevos indicadores de baja calidad.

Los principales compuestos de la materia insaponificable del café son los
diterpenos kahweol y cafestol. EI consumo de café sin filtrar se ha asociado con un
posible aumento en los niveles de colesterol sérico y lipoproteinas de baja densidad,;
dichos efectos son transitorios después de la retirada de los diterpenos y se deben
principalmente a la actividad hipercolesterolémica de cafestol (Cano- Marquina et
al., 2013). Sin embargo, los estudios han destacado los efectos de los diterpenos en
la salud, debido a su efecto anti-cancerigeno, antiinflamatorio y las actividades
antioxidantes, lo que sugiere que el consumo moderado de café reduce el riesgo o la
gravedad de varias enfermedades, estando asociado con una reduccion en la tasa de
mortalidad (Freedman et al., 2012).

Entre los precursores del aroma del café los mas conocidos son la sacarosa y

la trigonelina, después del tostado los responsables del sabor son la pirazina, alquil-
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piridinas, furanos y pirroles (De Maria, Trugo, Moreira, & Werneck, 1994; Stadler
etal., 2002). El alto contenido de sacarosa y trigonelina en el grano verde de Arabica
podria explicar parcialmente su mejor calidad (Casal, Oliveria, & Ferreira, 2000, Ky
etal., 2001).

Los compuestos fenolicos son constituyentes ubicuos presentes en una amplio
namero de plantas como frutas, vegetales, cereales y bebidas tales como el vino, té,
cerveza y café (Farah & Donangelo, 2006). El acido clorogénico es uno de los
principales compuestos del cafe, se clasifica como ésteres de acidos trans-cindmicos
como los &cidos cafeico, feralico p-coumarico con &cido quinico. Los principales
acidos encontrados en café verde son &cido cafeoilquinico, dicafeoliquinico y acido

feruloilquinico con al menos tres isémeros por clase (Clifford, 1985).

Estos compuestos son metabolitos secundarios en planta de café y juegan un
papel contra los ataques por patdgenos, competencia de otras plantas y la atraccion
de organismos tales como polinizadores, dispersores de granos y microorganismos
simbioticos. También ofrecen proteccion en relacion con el estrés asociados con
cambios en temperatura, contenido de agua, exposiciéon a niveles de luz UV y
deficiencia de nutrientes y minerales (Farah, 2009).

Ademas es conocido que el contenido de &cido clorogénico en los granos de
café verde puede variar en gran medida segun las especies y el grado de maduracién
(Farah & Donangelo, 2006). Igualmente las préacticas agricolas, el clima y el suelo
pueden contribuir a los cambios en el contenido y su distribucién. Se ha reportado
que la fertilizacion con zinc puede aumentar el contenido del acido clorogénico en
el café arébica (Clifford, 1985; Farah, 2009; Farah, DePaulis, Trugo, & Martin,
2005).

El acido clorogénico ha sido objeto de investigaciones en los cuales ha
resaltado la actividad antioxidante entre otros efectos beneficiosos (Farah, 2009;

Scalbert, Johnson, & Saltmarsh, 2005). Por esa razon se ha tratado de identificar
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cultivares de C. arabica que puedan ofrecer calidad y alto contenido de acido
clorogénico (Monteiro & Farah, 2012).

Los &cidos hidroxicinamoilquinicos son los responsables del amargor de la
bebida de café debido a su degradacion en compuestos fenolicos durante el tostado.
Ademas, varios iridoides, taninos y antraquinonas también han sido detectados en

diferentes cafés (Patay et al., 2016).

Chen, Mu & Kitts (2019), caracterizaron mezclas de hojas de café para evaluar
la actividad antiinflamatoria y concluyen que no se puede atribuir Gnicamente a los
acidos clorogénicos, manguiferina, rutina y cafeina dicha actividad sino a la posible
interaccion de las moléculas bioactivas.

Se evaluaron fracciones organicas (hexano, diclorometano, acetato de etilo y
butanol a partir del extracto metandlico de hojas de C. arabica demostrandose
actividad antiinflamatoria del &cido 5-cafeoilquinico y dichas fracciones indicando
nuevas posibilidades de tratamiento en desordenes oxidativos y dafio cutineo
(Segueto, et al., 2018).

Un estudio demostré mayor eficiencia en la extraccion hidroalcohodlica en
términos de rendimientos de compuestos de bajo peso molecular (en particular acido
clorogénico), mientras que la extraccion de café moka provee altos contenidos de
melanoidinas. Los compuestos como &cido clorogeénico, trigonellina, colina y

cafeina son altos en café Arabica (Ciaramelli, Palmioli & Airoldi, 2019).

Campa y colaboradores (2004) estudiaron la presencia de mangiferina y acido
hidroxicinamico en hojas de 23 cafés africanos. Se determino que el contenido total
de acido hidroxicindmico de C. arabica fue significativamente mayor que la de otras
especies (C. sessiliflora Bridson, C. resinora Hook.f., C. leroyi A.P.Davis), y
mangiferina e isomangiferina estaban presentes en mayor concentracion en las hojas
jévenes que en otras partes de la planta. El contenido en acido cafeoilquinico de las
hojas adultas de C. canephora fueron 10 veces mas bajas en comparacién con los
jévenes (Mondolot et al., 2006).
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Algunos estudios realizaron la comparacion de compuestos fendlicos entre
diversas especies de Coffea o sus partes de la planta, encontrando que el contenido
total de fenoles de las hojas jovenes no era influenciado por la produccion del fruto,
pero dependia fuertemente de la etapa de desarrollo de la planta y el medio ambiente,
se correlacion0 inversamente con la temperatura y la radiacion. Se observo un alto
contenido fendlico en los frutos inmaduros del pericarpio del café (Patay et al.,
2016).

Un total de 16 compuestos fenolicos pertenencientes al grupo de los acidos
clorogénicos, flavonoides y xantonas fueron detectados en C. arabica hojas de tres
regiones de Brasil ademas de la cafeina (De Almeida et al., 2018).

Se evaluo la influencia del tratamiento con vapor sobre granos defectuosos de
C. canephora con respecto al perfil de compuestos bioactivos y actividad
antioxidante del café tostado, se demostrd que el tratamiento con vapor afecta el
contenido de cafeina, trigonellina, &cidos clorogénicos, melanoidinas, cafestol y 16-
O-metilcafestol, por lo que se recomienda evitar tiempos cortos de tostado y
presiones bajas de vapor para evitar la pérdida de compuestos bioactivos (Kalschne,
Viegas, De Conti, Corso & de Toledo, 2019).

Se evidencio el efecto del disolvente sobre la extraccion de los compuestos
quimicos presentes en hojas de café y su actividad antioxidante, por lo que se
concluye que la polaridad del disolvente es particularmente importante al igual que
la edad de la planta y su proceso de secado (Chen, Kitss, Ji & Ding, 2019).

Ogawa, Kamiya y lida (1989), identificaron a- y B-tocoferoles en granos de
café en 12 variedades de arabicas y dos de robusta, concluyeron que los tocoferoles
pueden ser utilizados para discriminar café arabica y robusta verde o tostado, café
arabica mostro altos contenidos de tocoferoles, menores cantidades se encontraron
en el café tostado y una serie de propiedades funcionales de los granos de café verde
han sido reportados (Patay et al., 2016).

Los taxa de café también contienen materiales inorganicos como K, Mg, Ca,
Na, Fe, Cu, Mn, Zn, Rb, Sr, V, Co, Ni, Ba, B, minerales y menor cantidad de
vitaminas B, C, y niacina (Patay et al., 2016).
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10. Objetivo general

Caracterizar la composicion quimica y actividad antioxidante de extractos de hojas y
granos provenientes de siete regiones de cultivo de café comercializadas en Guatemala
para la propuesta de nuevos productos alimenticios, cosméticos farmacéuticos o de

aplicacion agroindustrial.

11. Objetivos Especificos
Detectar el contenido de compuestos fenolicos, azlcares, aceite y alcaloides en extractos

de hojas y granos de café como marcadores quimicos de calidad.

Determinar la actividad antioxidante in vitro de extractos de hojas y granos de café

comercializadas en Guatemala.

Seleccionar las variedades de café mas promisorias en base a su composicion quimica
y actividad antioxidante para la propuesta de nuevos productos de aplicacién

alimenticia, agroindustrial, medicinal o cosmética.

12. Hipotesis (si aplica): Por ser una investigacion descriptiva no aplica.

13. Materiales y métodos
13.1 Enfoque y tipo de investigacion
Enfoque de la investigacion cuantitativa

Alcance exploratoria, descriptiva

13.2 Recoleccion de informacion: Las muestras fueron proporcionadas por fincas
privadas, la colecta se realiz6 de enero a marzo, se realizd un muestreo por
conveniencia en una sola colecta para cada una de las regiones por el tiempo de

ejecucion del proyecto.

13.3 Técnicas e instrumentos:
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13.3.1 Obtencion del material: Se colectd 1 kg de hojas y granos de café los cuales
fueron proporcionados por fincas de las siete regiones de Guatemala en que se cultiva
el material, de preferencia con técnicas de agricultura ecolégica.

Toda la informacién de colecta fue recogida mediante una boleta la cual contenia los
siguientes datos: La fecha de colecta la cual se realiz6 durante los meses de enero-marzo,
sitio de colecta, coordenadas geograficas, altura, clima, informacion del sitio (cumbre,
ladera de montafia, cima de montafia, meseta, terraza, depresion, etc), tipo de suelo,
condicion del suelo, tipo de cultivo (organico o quimico), se encuentra a pleno sol o bajo
sombra, edad de la planta (afio desde la corta), etapa de desarrollo de la planta en el
momento de la colecta (floracion, fructificacion), altura del arbol, diametro de altura de
pecho, condiciones generales del arbol, presencia de plagas, tamafio de la muestra
tomada (nUmero de arboles colectados), parte del arbol de donde se toma la muestra
(lateral, media, rama superior, inferior), flora acompafiante, peso de la muestra en fresco,
peso seco de la muestra. EI material obtenido fue secado en un horno de conveccion de
aire forzada a 40 °C hasta obtener una humedad menor al 10%. Posteriormente se realizé

la molienda en molino de café las semillas y se tamizaron las hojas para su extraccion.

Criterios de seleccion: Variedades comercializadas seleccionadas en cada una de las
siete regiones de Guatemala. La seleccion fue por conveniencia de acuerdo a la
disponibilidad de material y por el tiempo disponible para realizar las pruebas. Se

seleccionaron cultivos que fueran manejados ecolégicamente.

13.3.2 Extraccion: A | g de material seco se realizd la prueba de sélidos totales,
empleando cuatro concentraciones de etanol (30, 50, 70 y 95 %) para determinar el
disolvente etandlico que extrae la mayor cantidad de metabolitos, se realizaron las
pruebas por triplicado. Posteriormente se realizé el extracto a partir de 200 g de material
vegetal y se colocé en un percolador, se agrego el disolvente extractor y se realizd una
percolacién con el mismo durante un periodo de 5 dias con recambios periodicos del
disolvente hasta que la extracciéon fuera exhaustiva. Posteriormente se concentro el

extracto asi obtenido a presion reducida a una temperatura inferior a 45 °C en un
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evaporador rotatorio. Se realizaron las pruebas en tubo y cromatografia en capa fina
(CCF) para determinar los metabolitos primarios (azlcares) y secundarios (flavonoides,
alcaloides) presentes en los extractos (Solis, Guerrero, Gattuso, & Céceres, 2005). Por
conveniencia y tiempo se realizé una sola extraccion por percolacion de cada muestra,

se obtuvo el porcentaje de rendimiento de cada extracto.

13.3.3 Caracterizacion quimica:

e Extraccion de aceite: Se pesaron 30 g de café y se agregaron 350 mL de tert-butil-
metil éter en un aparato soxhlet a una temperatura de 80°C durante 8 h. Después
de la extraccion, el disolvente se evaporo y se cuantifico el aceite obtenido. El
ensayo se realiz6 por quintuplicado para obtener el promedio y desviacion estandar
(Guercia, Berti, Navarini, Demitri, & Forzato, 2016).

e Cuantificacion de fenoles totales: Se prepar6 una curva patrén con 4 mL de &cido
galico disuelto en agua (1:10) en concentraciones de 0.625-6.25 mg/mL. Se agregd
un blanco con 4.0 mL de agua, 0.4 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu y 0.8 mL de
Na>COs al 10 %. Se prepararon dos tubos de muestra del extracto, en el primer tubo
se agregd 3.95 mL de agua, 0.4 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu, 0.8 mL de
Na,COz al 10 % y 50 pL de muestra; al segundo tubo se agrego 3.90 mL de agua,
0.4 mL de reactivo Folin-Ciocalteu, 0.8 mL de Na,COsz al 10 % y 100 pL de
muestra. Los tubos de reaccion se agitaron en un vortex durante 30 seg, se
calentaron de 90-100°C por 1 min y se enfriaron. Se realizé la lectura en el
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 765 nm. La cantidad de fenoles totales
es expresdé como pg equivalentes de acido galico por mg de extracto, todas las
muestras se realizaron por quintuplicado para obtener el promedio y desviacién
estandar (Monente et al., 2015).

e Determinacion de cafeina usando solucion de acetato de plomo: A 10 mL de
extracto de café se agregd 5 mL de solucion de HCI y 1 mL de solucion de acetato
de plomo el cual fue diluido con 100 mL de agua destilada. La solucion se filtrd

con papel Whatmann No. 1. El filtrado (25 mL) y 0.3 mL de solucion de H2SO4 se
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mezcld, se diluyd a 50 mL con agua destilada y se filtrd nuevamente. Se midio la
absorbancia del filtrado a 274 nm. El contenido de cafeina (%) se calculd utilizando
una curva de cafeina (0-250 mg/L), todas las mediciones se realizaron por
quintuplicado para obtener promedio y desviacién estandar (Yao, Chen, Cheng, &
Liu, 1992,1993).

Determinacion de &cido clorogénico: Se pesé 1 g de café molido en un bal6n
aforado de 100 mL y se agreg6é 50 mL de agua caliente. Se coloco el balén en un
bafio de Maria por 60 min, se enfrio a temperatura ambiente y se afor6 con agua
destilada. Se filtrd y diluyd el filtrado 10 veces (alicuota de 10 mL del filtrado y
aforar a 100 mL con agua destilada). Se determind el espectro de la segunda
derivada en la region ultravioleta de 200-400 nm. Se prepar6 una disolucion patron
de acido clorogénico pesando exactamente 0.1 g de &cido 5-cafeoilquinico y se
aford con agua destilada en un balén de 500 mL. Por cada dilucion se obtuvieron
disoluciones con una concentracion de cido clorogénico de 10, 20, 30, 40, 50, 60
y 70 mg/mL y se determind el espectro de la segunda derivada en la region
ultravioleta de 200-400 nm para cada una de estas disoluciones. Se construy6 una
curva de calibracidn, graficando la magnitud de la segunda derivada en funcion de
la concentracion del acido clorogénico. El ensayo se realizé por quintuplicado para
obtener promedio y desviacion estandar (Solis & Herrera, 2005).

Cuantificacion de azucares totales: La concentracion de azucares totales se
determing a través de una curva de calibracion de la absorbancia en funcién de la
concentracion, para la cual se prepararon soluciones de 10-70 mg/L utilizando
estandares de diferentes azicares. Como blanco para las lecturas se utiliz6 agua
destilada aplicando el mismo tratamiento. Para la aplicacion del método Dubois
(Método fenol-sulfurico), se mezclé 2 mL de muestra con 2 mL de fenol al 5% en
tubos digestores y se colocaron en una gradilla sumergida en un bafio de agua fria.
A los tubos se le afiadio 5 mL de &cido sulfarico se dejo reposar 15 min y se realizo
la lectura a 490 nm. Los ensayos se realizaron por quintuplicado para obtener el

promedio y desviacion estandar (Avila, Rivas, Hernandez, & Chirinos, 2012).
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13.3.4 Evaluacion de la actividad antioxidante:

Método por CCF para evaluar la actividad atrapadora de radicales por DPPH: Se
aplicaron 10 pL de muestra y 5 uL del estdndar antioxidante terc-butil-hidroquinona
(TBHQ) en una placa cromatografica de silica gel 60F2s4. Se coloco la placa en
una cdmara de vidrio saturada previamente con acetato de etilo:acido acético:acido
férmico:agua (100:11:11:26), se secd y asperjé con DPPH (1 mg/mL en metanol).
Método colorimétrico por DPPH: Se disolvio 20 mg de extracto en 1 ml de metanol,
se prepararon cinco diluciones de concentracion de 4- 20 mg/mL. Posteriormente
se prepard una serie de cuatro tubos de reaccién por ensayo, blanco del control,
tubo control, blanco del ensayo y solucion de ensayo, al cual se le agregé 1 mL de
tampon de acetato, 1.4 mL de metanol, 0.1 mL del extracto y 0.5 mL de solucion
de DPPH. Se agit6 en vortex por 30 segundos Y se incub6 a temperatura ambiente
por 30 min. Se realizd la lectura de la absorbancia en un espectrofotémetro (517
nm) contra el blanco respectivo. Se calcul6 el porcentaje de disminucién de la
absorbancia causado por el extracto respecto al control La actividad antioxidante
se expreso en términos de la concentracion de inhibicion al 50% (Clso), que es la
concentracion del extracto requerida para disminuir un 50% la absorbancia de
DPPH expresada en mg/mL. Se realizo el ensayo por quintuplicado para cada una
de las muestras, obteniendo asi promedio, desviacion estandar y los intervalos de
confianza (Ravishankara et al., 2002; Vasco, Ruales, & Kamal-Eldin, 2008).

Determinacion del poder reductor de hierro: Se disolvié 20 mg de extracto en 1 mL
de metanol. Se mezclé 1mL del extracto, ImL de tampon de fosfato (0.2 M, pH
6.6) y 1mL de ferrocianuro de potasio (1%) Yy se incub6 durante 20 min a 50 °C. A
la mezcla reaccionante, se adiciond 1mL de acido tricloroacético (10 % p/v) y se
centrifugo a 3000 rpm (10 min). Se mezclo 1.5mL del sobrenadante de la solucion,
1.5 mL de agua destilada y 0.375 mL de cloruro férrico (0.1 %) y se midio la
absorbancia a 700 nm. Se realiz6 cada muestra por quintuplicado para obtener los
promedios y desviacion estandar, los resultados se expresaron como pg de Fe (11)/g

de extracto. Para ello se realiz6 una curva patron con disoluciones de concentracion
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conocida de FeSOs, comprendidas entre 0.2 y 10 mM (Kosem, Han, &
Moongkarndi, 2007).

e Decoloracion del radical cationico del reactivo acido 2,2’-azinobis-(acido-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS): El procedimiento se basé en lo descrito
por Re & colaboradores (1999) y Vasco, Ruales & Kamal-Eldin (2008) con
algunas modificaciones. Se prepar6 el cation ABTS" con la mezcla de la solucion
ABTS (7mM) y la solucion de persulfato de potasio (2.45 mM) con 18 h previas de
incubacion. Posteriormente se diluyé en etanol al 95 % (1:30) a manera de obtener
una absorbancia (Abs) de (0.70 + 0.2) en una lectura en el espectrofotometro a 734
nm. La solucién madre se prepar6 a partir de 0.1 g de extracto seco y 5 mL de
metanol, de esta solucion se prepararon 5 diluciones de concentracion de 0.2 a 1
mg/mL, se incubd durante 30 min a temperatura de 30 °C. La dilucién del extracto
(3 pL) se mezcld con 3 mL de la solucion de trabajo de ABTS. Se realiz6 la lectura
de la absorbancia en el espectofotometro a 734 nm en el minuto 1, 4 y 6 de cada
dilucion del extracto. Esta se interpreta segin el valor de Clso, es decir, la
concentracion del extracto requerida para disminuir un 50 % la absorbancia de
ABTS. Los resultados se expresaron en mg/mL, ya que representa la concentracion
de solucién de Trolox que tiene la misma capacidad antioxidante que el extracto El
ensayo se realizd por quintuplicado para obtener promedio, desviacion estandar e

intervalo de confianza.

13.4 Operacionalizacion de las variables:

Tabla 1
Operacionalizacion de variables
Objetivo Variables Técnicas Instrumentos Medicion
especificos 0
cualificacion

Determinar la Extractos. Percolacion y Percolador Porcentaje de
actividad Aceites concentracion. Rotaevaporador rendimientos de
antioxidante in Actividad Evaluacion de la Soxhlet extractos y
vitro de extractos | antioxidante. | captura de Balanzas aceites.
de hojas y granos radicales libre Equipo Concentracion
de café mediante DPPH, espectrofotometro | inhibitoria media
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comercializadas
en Guatemala.

ABTS, reduccion
de hierro (FRAP),
fenoles totales.

UV/VIS, lector de
placas.

(Clso) para DPPH
y ABST,
expresada en
mg/mL.

Para la prueba de
FRAP se expresa
como ug de Fe
(11)/g de extracto
Fenoles totales pg
equivalentes de
acido galico/mg
de extracto

Detectar el Extractos. Cromatografiaen | Cromatoplacas de | Deteccion de
contenido de Aceites capa fina silica gel. metabolitos
compuestos Metabolitos | (alcaloides, Espectrofotometro. | primarios:
fenolicos, secundarios. | flavononoides y determinacion de
azucares y azucares) la concentracion
alcaloides Espectrofotometria. de azucares
expresados en Se cuantificara presentes en cada
cafeina en cafeina, fenoles, g de extracto
extractos de hojas acido clorogénico. expresada como
y granos de café mg/mL y
como marcadores deteccion de
quimicos de metabolitos
calidad. secundarios:
Flavonoides
determinacion de
la concentracion
expresada en
mg/mL de &cido
clorogénico /g de
extracto y
alcaloides
porcentajes de
cafeina.
Seleccionar las Extractos. Analisis de Balanzas Seleccion de las
variedades de café | Aceites. resultados de Mezclador variedades con
mMAas promisorias actividad y Cristaleria diversa | mayor actividad
para el desarrollo marcadores de acuerdo a

de nuevos
productos de
aplicacién
alimenticia,
medicinal o
cosmeética.

quimicos presentes
en los extractos.

estimaciones de
concentracion.
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13.5 Procesamiento y analisis de la informacién:

Los datos obtenidos se organizaron en tablas.

Se tabularon los promedios de cinco repeticiones en cada uno de los ensayos y se estimé

la desviacion estandar e intervalos de confianza. Para el calculo de la concentracion

inhibitoria minima (Clso) de la actividad antioxidante DPPH y ABTS se realiz6 mediante

regresion lineal empleando cinco diluciones de la muestra, blanco y estandar.

Se realiz6 un andlisis de varianza y una prueba de Tuckey para establecer si existia

diferencia estadisticamente significativa entre las regiones, usando el programa R.

Muestras evaluadas: Extractos etandlicos de siete muestras de hojas y siete muestras de

granos de café

Variables de respuesta (unidades de medicion)

Respuesta Unidades

Aceite % de aceite

Fenoles totales ug equivalentes de &cido galico/mg de extracto

Cafeina % de cafeina

Acido clorogénico mg/mL de acido clorogénico/g de extracto

Azlcares mg/mL de azUcares/g de extracto

DPPH Clso mg/mL de extracto requeridos para inhibir el 50%
del radical

ABTS Cls mg/mL de extracto requeridos para inhibir el 50%
del radical

FRAP pg de Fe(Il)/ g de extracto

14. Vinculacion, difusion y divulgacion

Se establecié cooperacion con fincas pertenecientes a la Asociaciones de Reservas

Naturales Privadas de Guatemala que cultivan café con précticas organicas, para

caracterizar la calidad del grano de café y explorar la aplicacion innovadora de la hoja. Se

establecieron contactos con la Universidad de Corea del Sur para realizar estudios

farmacoldgicos y genéticos complementarios, asi como la Universidad Mariano Galvez

para estudios cuantitativos de la composicién quimica del aceite por medio de CG-Masas.
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Se realizé una actividad con estudiantes de cuarto afio de la carrera de Quimica
Farmacéutica en el cual realizaron un trabajo de integracion para la propuesta de productos
cosmeéticos o farmacéuticos a base de pulpa, aceite, grano y hoja de café.

Se apoy0 una tesis de Quimica Farmaceutica para la caracterizacion quimica y

evaluacion de la actividad antioxidante de la pulpa de café.

Se espera publicar a nivel nacional en la revista Ciencia, Tecnologia y Salud. Para su
publicacion a nivel internacional se buscard complementar los datos con la participacion de
otras universidades y asi tener la calidad necesaria para publicar en una revista especializada
en la materia. En ambos casos se contara con el consentimiento previo de la Digi. Se espera
divulgar los resultados mediante presentaciones orales y de posters en congresos y

seminarios tanto a nivel nacional como internacional.

15. Resultados

Durante el periodo de febrero a abril se colectaron muestras de hoja y grano de C.

arabica de cuatro variedades provenientes de siete regiones de Guatemala, con el apoyo de la

As

ociacion de Reservas Naturales Privadas de Guatemala (ARNPG). Segun se observa en la

Tabla 1 predomina la variedad Caturra, la cual esta presente en cuatro de las regiones

muestreadas.
Tabla 1
Procedencia y variedad de muestras de café colectadas
Region Finca/Reserva Natural ~ Lugar Variedad
Privada
I CAT Tajumulco Tajumulco, San Marcos  Caturra
I Alianza S.A. El Palmar, Sarchimor

Quetzaltenango
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Il Guardabarranca Villa Canales, Caturra

Guatemala

v Santa Isabel Pueblo Nuevo Vifas, Catisique
Santa Rosa

\ Santa Elena La Democracia, Bourbon
Huehuetenango

VI Rincon Grande Salama, Baja Verapaz Caturra

VIl Quetzal Juyu Usumatlan Zacapa Caturra

La informacion de cada region se muestra en la tabla 2 en la cual se observa que
predomina el clima templado en las regiones, todas las plantaciones se encuentran bajo
sombra, en ladera de montafa, la edad de la planta se encuentra en un rango de 4-8 afios,

predominando el cultivo organico o uso de fertilizante moderado.



Tabla 2

Informacion de los lugares de colecta de café

Informacion de Region | Region 11 Region 111 Region IV Region V Region VI Region VII
colecta
Altura (msnm) 1,200 705 1,550 1,048 920 1,100 1,460
Clima Templado Templado Templado a Templado Templado a Templado, Hlmedo
calido calido himedo fresco templado
Caracteristicas Ladera de Ladera Terrazas, ladera Semiplano Ladera de Ladera de Biosfera Sierra de
del sitio montafia de montafia, area montafia, recarga | montafa la Minas
de recarga hidrica hidrica Bosque nuboso,
ladera de
montafia, fondo
de valle, recarga
hidrica
Condicién del Franco arenoso, Origen volcéanico | Bueno Bueno, arcilloso Bueno, escarpado | Bueno, franco Buena franco-
suelo origen volcanico arcilloso arcilloso
Tipo de cultivo Organico, bajo Bajo sombra Bajo sombra, Bajo sombra, Bajo sombra Bajo sombra, Bajo sombra
sombra fertilizante certificado organico
quimico orgénico
moderado
Edad de la planta | 6-8 afios 4-6 afios 5 afios 4 afios 4 afios 4 afios 4-8 afios
Etapa de Fructificacién Fructificacion Fructificacion Fructificacion Fructificacién Fructificacién Fructificacién
desarrollo
Altura del arbol 1-3 2 1.7 1.8 15 15 3.0
(m)
Parte del arbol Parte media del Parte media del Parte media del Lateral media Aleatorio Aleatorio Hojas de ramas
donde se toma la | &rbol arbol arbol medias
muestra
Tamafio de 10 plantas 10 plantas 15 plantas 6 plantas 8 plantas 30 plantas 10 plantas
muestra
Flora Ingas, chomté, Bosque mixto Citricos, ciprés Palo de jiote, Encino, ciprés, Ingas, musaceas, | Ingas, musaceas
acompafiante laurel, chinita, matilisguate, chalum, pino té de limén
tepeniste guarumo, encino,
higo, higuerillo

40




En la tabla 3 se muestra el rendimiento fresco seco de la hoja y grano el cual denota la

cantidad de humedad inicial del material y el rendimiento obtenido después del secado, respecto

a la hoja el mayor rendimiento lo present6 la Finca Santa Isabel ubicada en Santa Rosa (57.1

%), seguida de la reserva Rincon Grande ubicada en Salaméa Baja Verapaz (51.7 %). En el grano

se pudo observar mayores rendimientos por lo que denota menor humedad inicial, ya que todas

las regiones presentaron rendimientos mayores del 50 %, siendo la regién Il proveniente de

Quetzaltenango la que presentd el mayor rendimiento ya que presentaba una humedad inicial

menor al 5 %.

Tabla 3
Rendimiento de material vegetal de café
Hoja Grano
Region Peso en Peso en F;endimiento Peso en Peso en Rendimiento
fresco (kg)  seco (kg) resco/seco fresco seco (Kg) fresco/seco
(%) (kg) (%)
I 1.3 0.2 15.4 0.2 0.1 50.0
I 1.4 0.4 28.6 1.7 1.7 100.0
Il 0.9 0.3 33.3 0.2 0.1 50.0
v 0.7 0.4 57.1 0.2 0.1 50.0
\/ 0.5 0.2 40.0 0.6 0.5 83.3
VI 2.9 1.5 51.7 0.9 0.8 88.9
VI 1.3 0.4 30.8 0.2 0.1 50.0

En la tabla 4 se muestra el porcentaje inicial de humedad de las muestras colectadas en

las diferentes regiones observandose mayor humedad en las hojas respecto al grano, después

del secado en horno de conveccién todas las muestras presentaron una humedad final menor

al 10 % para evitar el deterioro del mismo.

Tabla 4

Determinacion del porcentaje de humedad en el material vegetal de café

Grano
Region Humedad Humedad  Humedad Humedad
inicial (%)  final (%)  inicial (%)  final (%)
I 18.3 8.08 25.02 6.17
I 10.83 7.42 4.57 4.57
i 52.03 5.75 55.09 5.07
v 38.02 7.19 44.23 8.04
\/ 62.70 7.22 3.32 2.25
VI 67.03 7.88 2.84 2.84
VIl 63.44 6.46 33.07 1.76
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En la tabla 5 se muestra la caracterizacion fisica del grano de café de las siete regiones,
segun los resultados obtenidos los granos presentan un peso promedio de 0.1034-0.2066 g,
siendo el de mayor peso el de la region 1V, un ancho promedio de 0.4-0.8 cm, siendo las
regiones Il y IV las que tienen el mayor ancho, respecto al largo todos los granos estan
homogéneos de 0.9-1 cm, densidad de 0.32-0.59 g/mL, siendo la region I y VII las que
presentaron la mayor densidad aparente y real; es de resaltar que s6lo tres regiones presentaron
colores similares segun carta de color Pantone (region I, V 'y VII), las otras regiones presentaron

colores diferentes.

Tabla 5
Caracterizacion del grano de café
Densidad  Densidad Color
Reqi6 Peso de grano Ancho Largo ,
egion @ aparente real (cm) (cm) seglin
g (g/mL) (g/mL) Pantone
| 01765(0.02) 0591 0558 0.4 0.9 C‘ﬁ‘i;"o
I 01862(0.04) 0508  0.480 0.4 1.0 C%Tf‘l';‘)”
i 0.1860(0.03) 0.340 0.330 0.8 1.0 Dl'ff;‘s
IV 02066(0.04) 0320  0.320 0.8 1.0 Mororg 14-
v 0.1034(0.02)  0.559 0.529 0.6 0.9 C"ﬁgg'o
VI 01939(0.02)  0.502 0.479 0.7 1.0 O'”EM'
VIl 0.1721(0.03)  0.590 0.590 0.7 1.0 COJZ‘?SS'O

En la tabla 6 se muestra el porcentaje de sélidos totales, la prueba de sélidos totales
determina la concentracion de alcohol que extrae la mayor cantidad de solidos expresada en
porcentaje, para lo cual se utilizaron diferentes grados alcohélicos al 30 °, 50 °, 70 °y 90 °,
obteniéndose el mayor porcentaje de solidos para la hoja en etanol al 50 ° para tres regiones IV,
V y VIl (Santa Rosa, Huehuetenango y Zacapa), en etanol al 70 ° se obtuvo la mayor cantidad
de soélidos igualmente en tres regiones II, 1ll, y VI (Quetzaltenango, Villa Canales, y Baja
Verapaz) y la hoja proveniente de la region I (San Marcos) fue la Gnica muestra que presentd
la mayor cantidad de solidos en etanol al 30 °. En el grano seis muestras presentaron la mayor

cantidad de solidos en etanol al 50 °, y inicamente la region 111 la present6 en etanol al 30 °. Se
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observo que el mayor porcentaje de solidos en hoja se presentd en la muestra proveniente de

Huehuetenango (1.99 %), mientras que en grano la muestra de Zacapa fue la que presentd la

mayor cantidad de sélidos (1.50 %).

Tabla 6
Porcentaje de solidos totales en material vegetal de café
Hoja Grano
Region Etanol Etanol
30° 50° 70° 90 ° 30° 50 ° 70° 90°
I 0.41 0.01 0.15 0.02 0.25 0.44 0.36 0.27
I 1.02 0.66 1.23 0.59 0.66 0.69 0.46 0.08
Il 0.54 0.89 1.74 0.07 0.79 0.28 0.37 0.01
v 0.04 0.21 0.02 0.01 0.90 1.25 1.10 1.14
\% 131 1.99 1.29 0.98 0.92 0.96 0.47 0.03
VI 0.85 0.92 1.30 0.22 0.93 0.99 0.38 0.52
VI 0.83 1.50 0.97 0.61 1.19 1.50 0.58 0.24

En la tabla 7 se muestras los resultados del porcentaje de cenizas totales y cenizas

acidas, observandose que la mayor cantidad de cenizas totales y acidas lo presentd la hoja

proveniente de la regién V de Huehuetenango (8.33 y 2.43 % respectivamente), todas las

muestras presentaron cenizas acidas por debajo del 3 %, mientras que en el grano la mayor

cantidad de cenizas lo presenté la region | de San Marcos (4.16 y 0.97 %). En general se

evidencia que las hojas presentan mayor cantidad de cenizas.

Tabla 7

Cenizas totales y &cidas de material vegetal de café
Hoja Grano
Region Cenizas totales  Cenizas &cidas  Cenizas totales  Cenizas acidas
(%) (%) (%) (%)
I 6.03 (0.41) 1.72 (0.24) 4.16 (0.76) 0.97 (0.12)
I 7.61 (0.29) 2.23(0.11) 3.06 (0.74) 0.53 (0.14)
I 6.18 (0.30) 1.65 (0.16) 3.37 (0.16) 0.93 (0.06)
v 7.42 (0.43) 1.93 (0.64) 3.63 (0.37) 0.70 (0.03)
\ 8.33 (1.74) 2.43 (0.71) 3.65(0.82) 0.89 (0.19)
VI 4,73 (0.31) 0.86 (0.08) 3.70 (0.07) 0.94 (0.11)
VIl 6.65 (0.31) 2.25 (0.84) 3.22 (0.57) 0.77 (0.16)
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En la tabla 8, se observa el rendimiento de extractos etandlicos, la cual muestra que el

mayor porcentaje lo presentd la hoja proveniente de Baja Verapaz (48.32 %), seguida de la hoja

proveniente de Zacapa (41.36 %). Todas las muestras presentaron rendimientos superiores al

25 % lo cual demuestra la rentabilidad que podrian tener los extractos de hojas (28.80-48.32

%). En los granos los rendimientos fueron menores a las hojas, siendo la region 111y VII las

que presentaron los rendimientos mas altos (30 %), respecto al aceite fijo se obtuvieron

rendimientos del 1.3 al 4.18 % siendo el mayoritario para la region IV (Santa Rosa) y la resina

oleosa obtenida juntamente con el aceite incrementa los rendimiento siendo la regién I (San

Marcos) la que presento el porcentaje mas alto (7.01%).

Tabla 8
Rendimiento de extraccion obtenida de material vegetal de café
Hoja Grano
Region Extracto Extracto Aceite fijo Resina oleosa(%)
etanolico (%)  etandlico (%) (%)
I 28.80 27.73 3.08 (0.42) 7.01
I 30.44 26.25 1.30 (0.53) 1.31
i 34.45 29.83 3.98 (0.81) 5.36
v 32.31 27.47 4.18 (0.44) 4.19
\Y 37.79 26.46 2.70 (0.36) 4.60
VI 48.32 26.36 1.57 (0.48) 2.70
VIl 41.36 29.83 3.18 (0.39) 6.05

Respecto a la composicién quimica se seleccionaron como marcadores la cafeina

por ser uno de los alcaloides mas representativos del café y el acido clorogénico por su

importancia como &cido fenolico y su actividad bioldgica demostrada. Segun los resultados

obtenidos la mayor cantidad de &cido clorogénico lo presentd la hoja proveniente de la

region | San Marcos (1.045 %), y el grano proveniente de la region IV Santa Rosa (6.675

%), mientras que la mayor cantidad de cafeina la presentd la hoja proveniente de la region

VI Baja Verapaz (0.725 %), y en el grano la regién | de San Marcos (1.193 %). En general

se observo mayor cantidad de &cido clorogénico y cafeina en los granos, a excepcion de la

region Il y VI las cuales presentaron en las hojas mayor cantidad de cafeina comparado

con el grano (Tabla 9).
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Tabla 9

Marcadores quimicos de café

Hoja Grano
Region Acido_ Acido_
clorogénico Cafeina (%)* clorogénico Cafeina (%)*
(%)* (%)*
| 1.045 (0.002)*>  0.453 (0.003)*>  4.916 (0.015)®  1.193 (0.004)?
I 0.108 (0.001)°  0.588 (0.004)°  0.412 (0.001)°  0.520 (0.002)°
i 0.435 (0.003)°  0.494 (0.004)°  1.373(0.002)°  1.177 (0.008)°
v 0.293 (0.002)¢  0.494 (0.003)°  6.675(0.007)¢  1.142 (0.011)¢
\Y; 0.325(0.002)°  0.648 (0.004)Y  0.677 (0.001)°  1.134 (0.003)¢
VI 0.487 (0.002)"  0.725(0.003)°  1.075(0.002)"  0.568 (0.003)¢
il 0.580 (0.004)¢  0.577 (0.003)"  0.747 (0.003)¢  1.136 (0.008)"

*Las letras diferentes indican p < .05 (Prueba de Tukey)

En la tabla 10 se muestran los resultados de la cuantificacion de azlcares totales, en la

cual sobresale la region 111 por la cantidad de azucares en hoja (2.98 %) y la region | con la

mayor cantidad de azucares en granos (3.29 %).

Tabla 10
Cuantificacion de azucares totales
Hoja Grano
Region  Azlcares Azlcares
totales (%)  totales (%)
| 2.12 (0.03)* 3.29 (0.07)?
I 2.22 (0.03)°  2.44(0.03)°
" 2.98 (0.02)° 2.98 (0.05)°
IV 1.61(0.02)¢ 2.79(0.05)¢
\% 1.33(0.04)¢ 1.35(0.02)¢
VI 157(0.02)¢ 2.28(0.06)f
VIl 255(0.08) 2.87(0.03)

p < .05 (Prueba de Tukey)

El andlisis de oligosacaridos evidencia que los granos de la region | presentaron los
mayores porcentajes de los diferentes azlcares evaluados, siendo la maltosa el azicar con
mayor porcentaje (0.949 %). Respecto a las hojas la regién Il presentd los mayores porcentajes

de oligosacéaridos siendo igualmente la maltosa la de mayor porcentaje (0.866 %) (Tabla 11).

Tabla 11
Porcentaje de oligosacaridos en los extractos de café expresado (p/v)
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Regiones Muestra Fructosa Galactosa Maltosa Sucrosa Trialosa Lactosa Dextrosa Xilosa Ramnosa

0.119 0.555 0.613 0.073 0.276 0.127 0.096 0.203 0.059

| Hol2  0002)  (0.007)  (0.009) (0.001) (0.004) (0.002) (0.002) (0.003) (0.003)
Grano 0186 0858 0949 0114 0426 0196 0151 0316 0099

(0.005)  (0.015) (0.018) (0.002) (0.007) (0.004) (0.004) (0.006) (0.006)

Hoja 0117 0599 0650 0076 0299 0135 0096 0212 0033

' (0.002)  (0.007) (0.009) (0.001) (0.004) (0.002) (0.002) (0.003) (0.003)
Grano 0425 0670 0721 0083 033 0150 0103 0283 0021

(0.002)  (0.007) (0.008) (0.001) (0.003) (0.002) (0.002) (0.003) (0.003)

Hoja 0169 0789 0866 0102 0393 0179 0133 0286 0070

" (0.002)  (0.005)  (0.006) (0.001) (0.002) (0.001) (0.001) (0.002) (0.002)
Grano 0469 0777 0859 0108 0386 0178 037 0286 0089

(0.003)  (0.010) (0.012) (0.002) (0.005) (0.002) (0.002) (0.004) (0.004)

Hoja 0082 0443 0476 0055 0222 0099 0068 0153 0012

y (0.001)  (0.004)  (0.005) (0.001) (0.002) (0.001) (0.001) (0.002) (0.002)
Grano 0454 0734 0807 009 0365 0167 0125 0267 0071

(0.003)  (0.010) (0.012) (0.002) (0.005) (0.002) (0.003) (0.004) (0.004)

Hoa 0069 0363 0392 0046 0181 0081 0057 0127 0017

v (0.003)  (0.009) (0.011) (0.001) (0.004) (0.002) (0.002) (0.004) (0.004)
Grano 0070 0365 0395 0046 0183 0082 0057 0128 0018

(0.002)  (0.005) (0.006) (0.001) (0.003) (0.001) (0.001) (0.002) (0.002)

Hoja 0084 0410 0457 0054 0209 0095 0069 0150 0030

Vi (0.001)  (0.004)  (0.004) (0.001) (0.002) (0.001) (0.001) (0.002) (0.002)
Grano 0120 0618 0670 0078 0309 0139 0098 0218 0033

(0.004) (0.013) (0.015) (0.002) (0.006) (0.003) (0.003) (0.006) (0.005)

Hoa 0132 0693 0749 0087 0347 015 0109 0243 0030

il (0.006)  (0.017)  (0.021) (0.003) (0.008) (0.004) (0.004) (0.007) (0.007)
Grano 0455 0763 0834 0098 0381 0173 027 0274 0060

(0.002)  (0.007)  (0.008) (0.001) (0.003) (0.002) (0.002) (0.203) (0.003)

Respecto a la evaluacién de actividad antioxidante se evaluaron cuatro métodos DPPH,
ABTS, FRAP y FT, demostrando actividad antioxidante en todos los extractos, se observé
que la mayor actividad la presenté la hoja proveniente de la region VI Baja Verapaz por los
tres métodos DPPH, ABTS y FRAP, para el grano la region | San Marcos presentd la mejor
actividad por el método de DPPH y la region V Huehuetenango por ABTS. La mayor
cantidad de fenoles totales expresados como pg de acido galico/g de extracto, la presento la
hoja proveniente de la region VII Zacapa (87.50) seguida de la hoja de Baja Verapaz (81.05)
la cual se correlaciona con su actividad antioxidante, mientras que en el grano lo presento la
region Il Quetzaltenango (92.55) y la regién IV Santa Rosa (90.40), respecto al método FRAP

la region 111 Villa Canales present6 la mejor actividad.
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Tabla 12

Actividad antioxidante de los extractos etandlicos de hojas y granos de café por diferentes métodos

Hoja Grano
DPPH ABTS FT FRAP DPPH ABTS FT FRAP
Regiones - L
Clso Clso Zﬁci)clldge g Fe*?/g de Clso Clso zlgi]ca:;ldge g Fe*?/g de
[IC 95%] [IC 95%] %Xtract%** extracto™* [1IC 95%] [IC 95%] %Xtraet%** extracto™*
1.92 (0.05) 2.05 (0.02) . . 0.816(0.001)  1.51(0.03) . .
| (1.6, 1.9 (204207 33990082° 410003 (St s s 78232010 439004
1.47 (0.04) 2.03 (0.02) . . 1.03(0.05) 1.75 (0.01) e .
I [1.43, 1.50] (201205 4941200 397QID* ooyl (74175  8568(237P°  491(004)
1.24 (0.06) 1.44 (0.12) . 1.69(0.01) 2.28 (0.08)
i (118, 1.29] (133154 5327(L48F 637003 [ eteq (221235  8615(236)  7.37(0.06)
1.44 (0.06) 1.97 (0.03) . . 203(0.10) 2.03 (0.10) ) .
WY, (1,39, 1.49] (196,200 5005(131F 523009 o) (lo4217)  9040(242  691(004)
1.16 (0.02) 1.75 (0.09) ) . 1.03(0.02) 1.48 (0.01) . .
v {114, 118 f6r 183 OL6TY 7200067 3 o0tos (47 150]  6L3L(L57) 704 (0.05)
0.63 (0.01) 0.92 (0.02) . . 1.03(0.01) 1.83 (0.14) b .
VI [0.62, 0.64] 090,004 BLO5 (209 794003 1 %ron (70,105  B188(222% 556 (0.04)
1.03 (0.04) 2.01 (0.08) . . 1.03(0.04) 1.86 (0.05) . .
il 10.98, 1.08] (104208 75039 630006 oot on (gl 101 6085 (165}  674(004)
_0.0749 (0.0004) 0.1136 (0.0008) 0.0749 (0.0004) 0.1136 (0.0008)
Quercetina ) 1745,0.0752] [0.1129,0.1143] 66.03 (7.08) 1 0745,0.0752] [0.1129,0.1143] 66.03 (7.08)
Trolox  0:1145(0.0008) 0.2726 (0.0006) 2319(  0.1145(0.0008) 0.2726 (0.0006) 23.16 (1.5
[0.1140,0.1154] [0.2721,0.2731] 158)  [0.1140,0.1154] [0.2721,0.2731] A9 L
reHo  O-L147(0.0007) 0.1992 (0.0008) 36.57(  0.1147 (0.0007) 0.1992 (0.0008) 3657 (L74)
[0.1141,0.1153] [0.1985,0.1999] 1.74)  [0.1141,0.1153] [0.1985,0.1999] D1
o 0.0876 (0.0105) 0.0201 (0.0002) 0.0876 (0.0105) 0.0201 (0.0002)
ViaminaC 4 783 0.0969]  [0.1999,0.2008] 30.75(188) " 140783.0.0969] [0.1999,0.2008] 30.75 (1.88)

DPPH = 1,1-difenil-2picrilhidrazilo; ABTS = 2,2 -azinobis-(acido-3etilbenzotiazolina-6-sulfonico); FT = Fenoles Totales; FRAP = Reduccion de hierro, Clso= Concentracion
** Las letras diferentes indican p < .05 (Prueba de Tukey).

inhibitoria media
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16. Analisis y discusion de resultados

Se colectaron muestras de café en siete regiones de Guatemala proveniente de fincas
de reserva natural, se observé que la variedad que predomina es la Caturra, esta variedad es
originaria de Brasil, mutacion de Bourbon, porte bajo, compacto, excelente productor,
resistente al viento, se adapta bien en las diferentes regiones del pais y practicamente en todos
los rangos altitudinales por lo que predominé en cuatro regiones. Se observé que en todas las
regiones estudiadas el cultivo es bajo sombra, segin Rodriguez y colaboradores (2016) el
sistema foliar de los arboles de café expuestos a una radiacion solar mayor presentan menor
tamafio, mayor grosor histolégico del parénquima y mayor frecuencia estomatica, el
crecimiento foliar de los arboles de café independientemente de la exposicion solar, esta
estrechamente relacionado con las precipitaciones y la época fenologica del cultivo, por lo

que cultivares bajo sombra han presentado mejores caracteristicas.

Se conoce que hay diferencias de composicion entre las especies y otras que son
originadas por el clima, composicién del suelo, altitud, los mismos influyen sobre la calidad
del café. Los beneficios de la sombra se explican principalmente por una reduccion del estrés
hidrico causado por la exposicion a la radiacion; asi mismo, por proporcionar condiciones

Optimas para una buena maduracién (Muschler, 2001; Salazar, Burgos & Bautista, 2015).

Se realizd la determinacion del rendimiento fresco/seco observandose que el mayor
rendimiento se presentd en las hojas provenientes de Santa Rosa (57.1%), la relacion del
rendimiento fresco/seco presentada en las muestras fue de 15.4-57.1% observandose en
regiones como Baja Verapaz, Zacapa y Huehuetenango la mayor cantidad de humedad
presente en las hojas. En los granos se observaron mayores rendimientos, ya que presentd
una menor cantidad de humedad. Todas las muestras fueron secadas en horno de conveccion

de aire para disminuir la humedad por debajo del 10% para evitar el deterioro del material.

La prueba de sélidos totales permite determinar la concentracion alcohélica a la cual
se debe realizar la extraccion para obtener la mayor cantidad de sélidos, y de esta manera

hacer maés eficiente la extraccion, lo cual demuestra la presencia de compuestos polares
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presentes dependiendo del grado alcohdlico utilizado. Segun los resultados obtenidos se
observd la mejor extraccion empleando etanol al 50 ° y al 70 ° lo cual evidencia la presencia
de compuestos de alta polaridad.

Los resultados de las propiedades fisicas del grano se muestran en la Tabla 5, se
observaron rangos de densidad aparente de 0.32-0.59 g/mL, la literatura reporta valores de
densidad del grano de 1.2-1.3 g/mL (Dutra, Oliveira, Franca, Ferraz, & Afonso, 2001; Franca,
Oliveira, Mendonca & Silva, 2004), y la densidad aparente de los granos de café verde en
rangos de 0.63-0.64 g/mL y de café tostado 0.33- 0.35 g/ mL (Franca, Mendonca, & Oliveira,
2005). Uribe (1977) reporta la densidad aparente del grano del café pergamino (0.38 g/mL)
y grano del café almendra (0.68 g/mL). Montilla y colaboradores (2008) reportaron valores
de 0.39 g/mL y 0.70 g/mL para café pergamino y café almendra respectivamente. El
desarrollo del fruto esta influenciado por mdltiples factores, principalmente por la
disponibilidad hidrica, tipo de suelo, variedad de café (Mehari, et al., 2016) por lo que es
importante caracterizarlo en base a las condiciones propias de cada lugar y caracteristicas del

cultivo.

La determinacion de cenizas permite determinar la presencia de material inorganico y
metales en las muestras, observandose que la hoja proveniente de Huehuetenango presentd
la mayor cantidad de cenizas totales y acidas. En el grano la region | San Marcos presento la
mayor cantidad de cenizas. Las cenizas se ha reportado para café verde de 4.8-5.8 % y para
café tostado de 4.0-4.9 % (Oliveira, Franca, Mendonca, & Barros, 2005), evidencidndose que
en el grano ninguna muestra supera el 5 % de cenizas totales, mientras que en la hoja hay
regiones que presentan mayores porcentajes demostrandose que hay mayor acumulacion de

material inorganico en las hojas.

Se determiné rendimientos de extraccion muy promisorios en todas las muestras, ya
gue se presentaron rendimientos de 28.80-48.32%, lo cual evidencia la rentabilidad que
podrian tener los extractos de hojas, especialmente la hoja proveniente de Baja Verapaz y en
el grano la regién 111 Villa Canales y region VII Zacapa. Respecto al aceite obtenido en los

granos se observaron rendimientos de 1.3-4.18 %., la region IV Santa Rosa, presento el
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mayor rendimiento de aceite. Estudios previos han reportado el rendimiento del aceite de
café verde 0.2-0.3 % (De Azevedo, Mazzafera, Mohamed, Melo, & Kieckbusch, 2008); en
granos de café tostado de 12-13 % (Guercia, Berti, Navarini, Demitri, & Forzato, 2016), en
granos de café 10-16 % (Patay, Bencsik & Papp 2016), el total de lipidos en materia seca de
café verde de 11.7 a 14 %, granos de café Arabica de 13.5a17.4 g y en robusta de 9.8 a 10.7
%, las diferencias se deben principalmente al origen geografico, método de extraccion,
tiempo de extraccion, disolvente utilizado (Garg, 2016).

Se cuantifico la presencia de cafeina y acido clorogénico (ACG) en hojas de café, los
cuales son dos constituyentes caracteristicos del café, los cuales podrian servir de marcadores
quimicos para evaluar la calidad del café, se evidencio que la hoja proveniente de la region |
San Marcos, presentd la mayor cantidad de ACG (1.04%) y en el grano la region IV Santa
Rosa (6.67%).

El contenido de ACG se ha analizado en varios estudios segun la especie, variedad,
origen geogréfico, estado de desarrollo del fruto, proceso de beneficio, tostacion y formas de
preparacion de bebida. Las mayores diferencias se han encontrado entre las especies
silvestres de Africa, con promedio de ACG del 1.4% al 14.4% (suma de los tres isomeros)
(Clifford, 1985; Ky et al., 2001), lo cual evidencia que la concentraciones de ACG son

menores en hojas.

En las almendras de las variedades comerciales de C. arabica se han registrado
promedios de ACG del 5 al 8% (Balyaya & Clifford, 1995; Farah, de Paulis, Trugo, & Martin,
2005; Farah, de Paulis, Moreira, Trugo & Martin, 2006; Ohiokpehai, Brumen, & Clifford,
1982), en C. canephora del 6.6 al 12.3 % y en C. liberica del 7.6 al 14% (Anthony, Clifford,
& Noirot 1993; Clifford, & Kazi, 1987; Ky et al., 2001). El acido clorogénico es un factor
importante que determina el sabor del café y contribuye a la acidez final y amargor (Trugo
& Macrae, 1984) ademas le confiere astringencia (Variyar, et al., 2003).

Son pocos los estudios que refieren la cantidad de ACG en hoja, un estudio reportd el
CGA total en extractos acuosos en ocho especies de café, en dos épocas diferentes enero y
julio, en el cual se determinaron concentraciones mayores en hoja de C. arabica colectada

en enero 41.0 mg/L (0.0004%), mientras que C. liberica mostré la mayor concentracion de
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todas las especies en julio 127.0 mg/L (0.0127%) (Rodriguez et al., 2018), lo cual evidencia
que la época de colecta puede influir en las concentraciones de los metabolitos. De Almeida
y colaboradores (2018) reportaron el contenido de ACG en hojas provenientes de tres
regiones de Brasil en el cual determinaron concentraciones de 0.2-1.75 %, ademas
determinaron 16 compuestos fendlicos, agrupados como xantonas, acidos clorogénicos y
flavonoides. La principal xantona encontrada fue la mangiferina, el acido 5-O-cafeoilquinico
y la rutina el cual le brinda a la hoja un potencial como nutracéutico. Las tres clases de
polifenoles mostraron correlacion con los ensayos antioxidantes (DPPH, FRAP y ORAC), lo
cual confirma que la hoja de café podria ser utilizada como una bebida funcional por sus
compuestos polifendlicos que pueden mostrar efectos bioldgicos positivos, incluyendo
actividad antioxidante (Bartsch, Nair, & Owen, 1999).

Del ACG se ha reportado los beneficios a la salud incluyendo el control del estrés
oxidativo, inflamacién, envejecimiento y cancer (Chen & Wu, 2014; Han, 2010; Wang et al.,
2016), el acido dicafeoilquinico y feruloilquinico se ha detectado en hojas de C. canephora
(Mondolot et al., 2006).

La region VI Baja Verapaz, demostrd la mayor cantidad de fenoles totales (81.05 ug
acido galico/g de extracto) y se evidencid una correlacion de la actividad antioxidante con el
contenido fendlico. Segun el anélisis estadistico hay diferencia entre las muestras a excepcion

de la region | San Marcos y Il Quetzaltenango, las cuales no mostraron diferencias.

La hoja de café ardbigo y de Bengala ha reportado acidos fenélicos como acido cafeico,
acido clorogénico, p-coumarico, feralico, sinapico, rutina, quercetina, kaempferol,
isoquercitrina, isdbmeros cis de &cido clorogénico se ha observado en altas cantidades en la
hoja de café Arabigo comparado con las semillas. Se ha sugerido que la radiacion UV puede
proveer isomerizacion geométrica en las hojas (Clifford, Kirkpatrick, Kuhnert, Roozendaal,
& Salgado, 2008). Se ha detectado C-glucosilxantona, manguiferina, ésteres de acido
feruloilquinico en gran cantidad en las hojas de café, la manguiferina se ha aislado de las

hojas, corteza y piel de mango (Mangifera indica L) y es bien conocida por sus propiedades

51



farmacologicas como antiinflamatoria, antidiabética, antihiperlipidémica, neuroprotectiva y
por su actividad antioxidante y antimicrobiana (Campa et al., 2012).

Se reportd la concentracién de manguiferina en cultivares de Brasil (0.67-4.97 g/kg) y
Costa Rica (0.85-4.01 g/kg) mostrando dominancia del 80% de manguiferina respecto a
isomanguiferina (Trevisan, de Almeida, Soto, Virginio, Ulrich & Owen, 2016), lo cual
demuestra el potencial de la hoja en el mantenimiento de la salud por su composicion de

compuestos fendlicos como antioxidantes.

Patay y colaboradores (2016) compararon un extracto etandlico al 5% de hojas de C.
benghalensis el cual presentd &cido caféico, isoquercitrina, rutina y como mayoritario acido
clorogénico (428 pg/mL), contra un extracto hidrolizado con HCI 2 N, el cual presento acido
p-coumarico, acido ferulico, acido sinapico, quercetina, kaempferol y acido caféico (125.55
pg/mL) como mayoritario; mientras que C. arabica presentd acido caféico, &cido p-
coumarico, isoquercitrina, rutina y acido clorogénico (605.65 pg/mL) como mayoritario y el
extracto hidrolizado presentd &cido caféico, acido p-coumarico, &cido sinépico, quercetina,

kaempferol y 4acido fertilico (103.90 pg/mL) como mayoritario.

Un estudio demostré que la edad de las hojas y el tipo de procesamiento afecta el perfil
fitoquimico y por ende influye en la actividad antioxidante y antiinflamatoria, se observé que
las hojas jovenes pueden constituir un potencial para produccion de compuestos naturales
para la salud por sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, mientras que las hojas de
mayor maduracion podrian mitigar la presion alta reduciendo el dafio cardiovascular o

proteger contra agentes microbianos (Chen, Ma, & Kitts, 2018).

Para el café almendra se han presentado un contenido de cafeina del 0.09% al 3.3%,
(Anthony, Clifford, & Noirot, 1993; Guyot, Petnga, & Vincent, 1988), Farah y colaboradores
(2006) reportaron contenidos de cafeina en granos de café verde (0.96-1.23 %), Belay et al.,
(2008) report6 cafeina en granos provenientes de cuatro regiones del Sur de Etiopia (0.90-
1.10 %), segun los resultados obtenidos en este estudio se presentaron en las siete regiones
de Guatemala valores de cafeina en hoja de (0.453- 0.725 %), siendo el mas alto para la

region VI Baja Verapaz, mientras que en grano se presentaron concentraciones mas altas
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(0.520-1.193 %), siendo la region | San Marcos la que presentd la mayor concentracion de

cafeina.

Cafeina y trigonellina se ha reportado en granos de café verde encontrando 0.84-1.15
% (p/p) y 0.83-1.13 % (p/p) respectivamente (Yisak, Redi-Abshiro, & Chandravanshi, 2018).
Otros estudios han reportado 0.87-1.38% para cafeina y 0.98-1.32% para trigonellina
(Mehari, et al., 2016); 0.8-1.4% de cafeina y 0.6-1.2% de trigonellina (Belitz, Grosch &
Schieberle, 2009), 0.90—1.10% (Belay, Ture, Redi & Asfaw, 2008) y 0.62—1.16% para
cafeina, ademéas se correlacion6 la altura con el contenido de cafeina el cual indica
claramente que los contenidos de cafeina son mas bajos en los granos de café verde obtenido
de plantas cultivadas a mayores altitudes mientras que los contenidos de cafeina son méas
altos en los granos de café verde obtenidos de las plantas cultivadas en altitudes mas bajas
en Etiopia (Hagos et al., 2018), en las diferentes regiones de Guatemala se observo que las
de mayor altura presentaron en su mayoria la mayor cantidad de cafeina, de acuerdo al
andlisis estadistico se determind que existen diferencias en la concentracion de &cido
clorogénico en la hoja y en el grano, mientras que en el contenido de cafeina en hojas es igual
en laregién 111y IV pero difieren con las otras regiones y en el grano no existen diferencias
en la region 1V, V y VIl y en la region 11 y VI presentaron menor cantidad de cafeina los

granos que la hoja.

La cantidad de alcaloides (cafeina, teobromina y trigonellina) es influenciada por
factores como propiedades genéticas, factores ambientales (suelo, altura, exposicién solar),
parametros climaticos (temperatura, precipitacion pluvial), madures en la cosecha, practicas
agricolas (fertilizacion), todos estos factores proveen diferentes caracteristicas al café y
atributos a la bebida (Mehari, et al., 2016).

Respecto al porcentaje de azUcares totales en hoja de café se observaron rangos de 1.33-2.98
%, siendo la region 111 (Villa Canales) la que presento el porcentaje mas alto, mientras que
en granos se presentaron concentraciones de 1.35-3.29 %, se determin6 que en las hojas no
existe diferencia en la region IV y VI, mientras que en los granos no hay diferencias en la

region IV y VII.
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El contenido total de carbohidratos de bajo peso molecular definido como mono y
oligosacéaridos en granos de café verde es relativamente bajo. Sucrosa es uno de los
principales carbohidratos encontrados (9 % del peso seco). Bradbury describe la los
contenidos de sucrosa de 5-8.5 % para granos de arabica y 2-5 % para robusta. Recientemente
mediante analisis de cromatografia de intercambio idnico se ha detectado concentraciones
promedio de 7.3 % en arabica y para robusta promedios de 4.5 %. El total de azUcares
reductores es méas alto en robusta que en arabica. Glucosa y fructosa son los principales
monosacaridos encontrados en arabica y robusta y sus contenidos pueden varias como
consecuencia del manejo poscosecha, menores cantidades de galactosa, amanosa, arabinosa
y ramnosa has sido descritas en granos de café (Murkovic & Derler, 2006; Knopp, Bytof, &
Selmar, 2006).

Se han reportado contenido de polisacaridos solubles en agua de granos de café por
diferentes métodos de poscosecha observandose porcentajes de 1.95-2.79 %. Diversos
polisacaridos se han reportado en granos de café siendo estos fructosa (5 %), rafinosa (0.77
%), staquiosa (0.51 %), glucosa (2.95 %), galactosa + arabinosa+ ramnosa y manosa (0.13
%), la sucrosa es uno de los principales carbohidratos de bajo peso molecular y
arabinoglactanos de tipo Il y galactomanano acetilado presentes en café verde, los
carbohidratos juegan un papel importante en la generacion de las caracteristicas del aroma,
sabor, color del café tostado, contribuyen al contenido de fibra en la dieta y pueden modular
la respuesta celular inmune in vitro y los arabinogalactanos han presentado actividad
antitusiva in vivo (de Oliveira, 2015).

La forma mas extendida de evaluar la actividad antioxidante de una sustancia es
mediante métodos in vitro espectrofotométricos. Los principales son ORAC, FRAP, TEAC
y DPPH. El ensayo FRAP mide la capacidad de los antioxidantes para reducir el complejo
férrico tripiridil triazina. Por su facilidad de operacion, los ensayos DPPH y TEAC son los
mas extendidos, el ensayo DPPH se basa en la deteccion del radical cromogeno DPPH (Prior
& Cao, 2000) Se ha establecido en granos de café verde contiene antioxidantes como &cido
clorogénico, acidos fendlicos, polifenoles y alcaloides y su contenido depende de la especie
y su origen (Belay, Ture, Redi & Asfaw, 2008; Chu, Lin, Yu & Ye, 2007)
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Todas las muestras presentaron actividad antioxidante moderada comparada con los
estandares, en la prueba de reduccion de hierro se evidencid que solo los extractos de regién
V Huehuetenango y region VI Baja Verapaz son diferentes respecto a las otras regiones, y
la region VI mostré la mayor actividad antioxidante en hojas, mientras que en grano lo
presento la region 11 Quetzaltenango. Se determiné que en las hojas existe diferencia entre
el contenido de fenoles totales en todas las regiones, mientras que en los granos se observo
que la region 11 no existen diferencias con la region Il y la region V1 es similar a la region |
VALP

En la cantidad de hierro que reduce el extracto se observé en las hojas que la region |
y Il no presentan diferencias, al igual que la region 1V y VI, mientras que en el grano todas

las regiones presentaron diferencias.

La actividad antioxidante de las hojas de café corresponde particularmente a la
presencia de compuestos fendlicos incluyendo acido cafeico, clorogénico, p-coumarico,
feralico y sinapico, quercetina, isoquercitrina, rutina, catequina, epicatequina, manguiferina
e isomanguiferina (Patay et al., 2016). Una alta concentracion de acido clorogénico es
considerada como un constituyente que aporta a la actividad antioxidante en las hojas, ya que
el &cido clorogénico puede atrapar radicales libres, metales y regular la expresion de enzimas
antioxidantes (Liang, Xue, Kennepohl, & Kitss, 2016). Se ha reportado actividad
antioxidante de otros compuestos fenolicos como manguiferina, rutina, antocianinas,
catequina, quercetina, kaempferol, &cido cafeico los cuales pueden contribuir a la actividad
antioxidante en extractos de hoja de café (Chen, Ma & Kitss, 2018; Dar et al., 2005; Yan,
Guo, & Yuan, 2008).

Patay y colaboradores (2018) compararon la composicion fitoquimica de C.
benglhalensis, C. arabica y C. liberica, encontrando &cidos fenolicos como los principales
constituyentes en todos los extractos, los trimeros de procianidinas se presentaron
exclusivamente en hojas, en C. benghalensis detectaron como principales constituyentes
acido 5-cafeolquinico y acido 4-cafeolquinico, flavan-3-ols fue detectado en pericarpios y

hojas, mientras que el &cido 4-feruloilquinico fue descrito en semillas y los &cidos
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dicafeolquinico solamente en semillas maduras, la manguiferina la detectaron en hojas,

pericarpio maduro y semillas.

Teboukeu y colaboradores (2018) evaluaron varios métodos para optimizar la
extraccion de antioxidantes naturales en hojas de C. robusta encontrando que empleando
disolventes como el metanol 80%, empleando una extraccion con soxhlet a 53.70 °C, con un
duracion de 5.6 horas, obtuvieron valores de polifenoles totales de 127.06 mg de equivalentes

de &cido galico/g y una inhibicion de radicales libres del 90.65%

Estudios realizados en hojas de C. arabica, han descrito el contenido de fenoles totales
reportando un rango de 1.65 a 20.60 g de acido galico/100 g de extracto y un rango de
flavonoides totales de 0.26 a 14.96 g de rutina/100 g de extracto, se cuantifico el &cido
cafeoilquinico encontrando rangos de 2.29 a 5.50 g/100 g de extracto (Segheto, Santos,
Werneck, Vilela, de Sousa & Rodarte, 2018). La eficiencia de la extraccion de los
compuestos fendlicos empleando disolventes polares y metanol ha sido descrita en la
literatura (Ramalakshm et al., 2008).

Los compuestos fenolicos en hojas de café juegan un rol como mecanismo de defensa
contra factores externos, resistencia a infecciones por patégenos e infestacion de pestes,
estados fenoldgicos y crecimiento de plantas (Campa et al., 2012). Los derivados de acidos
fenolicos se han encontrado en hojas de café, con cantidades importantes en café verde, café
tostado y bebidas, el acido clorogénico (acido caféico, coumarico y feralico) estan asociados
con la accién antioxidante y antiinflamatoria (Gornas et al., 2016). El contenido de &cido
cafeoilquinico en granos de café verde varia entre 3.59 y 3.91g/100 g (Monteiro & Farah,
2012) y 2.9 a 3.4 g/100 g (Mehari et al., 2016). La diferencia es debida al proceso de
extraccion y disolventes utilizados, basado en los porcentajes encontrados de é&cido
clorogénico en hojas, esta parte de la planta puede constituir un buen recurso de fenoles

totales.

Pérez-Martinez y colaboradores (2010) reportaron el contenido de polifenoles en

diferentes tipo de cafés variedad arabica colombianos con tres tipos de tostados reportando
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rangos de 37-55 mg/g, ademas Hec¢imovi¢ y colaboradores (2011) reportaron para cafés
variedad arébica rangos de polifenoles de 25-40 mg/g y para flavonoides dependiendo el
grado de tostado encontré rangos de 15.41-17.29 mg/g.

Se reporto la actividad antioxidante del extracto metandlico y fracciones de C. arabica
hojas demostrando Cl sg entre 7.47 (0.12) a 122.76 (1.38) pg/mL por el método DPPH y 4.67
(0.02) a 71.90 (0.22) pg/mL por el método FRAP (Segheto et al., 2018), lo cual concuerda
con los resultados obtenidos para las siete regiones de Guatemala, sin embargo se observan
diferencias por la forma de expresar los resultados en otros estudios. El efecto antioxidante
ha sido reportado en varios estudios, sin embargo en hojas de café no ha sido suficientemente
explorada. Hasanaha et al., (2016) reportd en el extracto etanolico, acuoso y la fraccion de

acetato de etilo una Clso de 39.7, 82.8, y 28.2 pg/mL respectivamente.

Los resultados de este estudio demuestran que todas las regiones presentaron actividad
antioxidante importante, al igual que constituyentes quimicos como cafeina, fenoles y &cido
clorogénico, aunque existen diferencias se demuestra la potencialidad de cada una de las
regiones y es un primer hallazgo del potencial que pueden representar las hojas como
antioxidantes, las cuales son subutilizadas y abre la oportunidad para continuar con estudios
en busqueda de actividad y evaluacién de la toxicidad para que se consideren aptas para el
consumo humano y proponer nuevos productos en base a las hojas y darle un

aprovechamiento sostenible.

17. Conclusiones

17.1 Se caracterizd la composicién quimica y actividad antioxidante de extractos de hojas y

granos provenientes de siete regiones de cultivo de café, en la cual predomina la variedad

57



Caturra en cuatro de ellas, determinandose la presencia de acido clorogénico, cafeina,
azucares, compuestos fenolicos y la correlacion con la actividad antioxidante.

17.2 La prueba de solidos totales demostro la presencia de compuestos de alta y media
polaridad ya que los mayores porcentajes se observaron con las concentraciones de
etanol de 50°y 70 °

17.3 Los granos de café presentaron propiedades fisicas las cuales se ven influenciadas por
factores genéticos, ambientales, agrondémicos, manejo post cosecha reportando
diferencias en cuanto al color, densidad y ancho.

17.4 Se determiné que las hojas presentaron mayores porcentajes de cenizas totales (4.73-
8.33 %) respecto a los granos (3.06-4.16 %) lo cual evidencia mayor acumulacion de
material inorganico en hojas.

17.5 Los mayores rendimientos de extraccion se obtuvieron en las hojas (28.80 -48.32 %),
siendo la region VI la que presentd el mayor rendimiento, mientras que en los granos el
mayor rendimiento se observé en la region Iy VII (29.83 %) y el mejor rendimiento
de aceite lo presentd la region IV (4.18 %).

17.6 Se determino que el mayor contenido de marcadores quimicos como acido clorogénico,
cafeina y azucares, se presentd en los granos, siendo la region IV la que presentd la
mayor cantidad de &cido clorogénico (6.675 %) y la region | la que present6 la mayor
cantidad de cafeina (1.193 %) y azUcares (3.29 %), siendo la maltosa la que presento la
mayores concentraciones.

17.7 Se demostré actividad antioxidante en todos los extractos siendo las hojas de la region
VI la que presentaron la mejor actividad por DPPH, ABTS y FRAP, lo cual se
correlacion6 con la cantidad de fenoles presentes, en el grano la region | present6 la
mejor actividad antioxidante por DPPH, la region V por ABTS y la region 111 por FRAP
y la mayor cantidad de fenoles en la regién 1V, lo cual evidencia que existe mayor
variabilidad en los granos que en las hojas respecto a su actividad.

17.8 De acuerdo a la composicion quimica se determind en las hojas y granos que existe
mayor variabilidad entre las regiones respecto a la concentracion de acido clorogénico,
mientras que en cafeina presente en hojas hay dos regiones en las cuales no existen

diferencias (region 111y 1V), en el grano en tres regiones 1V, V y VII no hay diferencias,
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y en azucares no hay diferencias en dos regiones tanto en hoja (regiéon IV y VI) como en
grano (IV y VII).

17.9 La actividad antioxidante se correlaciond mejor con la composicion quimica de las hojas
con respecto al grano, y se evidencio la potencialidad de las hojas como alimento
funcional por la presencia de fenoles totales y acido clorogénico.

17.10 Todas las regiones presentaron potencialidad, algunas por los rendimientos de
extraccion, por su composicion quimica o actividad bioldgica por lo que cada una tiene
sus oportunidades las cuales puede aprovechar y explorar para la propuesta de productos

antioxidantes.

18. Impacto esperado

Los resultados generados permitieron caracterizar cuatro variedades de cafée
cultivadas en siete regiones de Guatemala, se detectaron los metabolitos secundarios que
tienen importancia en la actividad antioxidante, los cuales se pueden proponer como
marcadores quimicos del café siendo el acido clorogénico y cafeina los que pueden
permitir diferenciar el café, para el aprovechamiento de las especies con diversas
aplicaciones, para darle un valor agregado a la especie. Es importante continuar con los
estudios que permitiran generar nuevos productos naturales y brindar opciones
alternativas de diversificacion y aprovechamiento de subproductos como la hoja la cual
actualmente no tiene mayor utilidad y sobresalié su actividad antioxidante como un
primer hallazgo. Ante los precios variables del grano de café, la posibilidad de
desarrollar un producto innovador de las hojas actualmente no utilizadas podria
contribuir a mejorar los ingresos de los productores, asi como ofrecer alternativas de
infusiones cordiales en el pais, actualmente dominado por Camellia sinensis que es

principalmente importada.
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