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Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar el contenido de componentes bioactivos, actividad antioxidante y
relacion acidos clorogénicos/cafeina de 34 cafés comerciales de Panama. Se identificaron y cuantificaron
diez compuestos bioactivos del extracto acuoso de café por cromatografia liquida de alta resolucién y se
determind la actividad antioxidante por el método del radical 2,2 -azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico).
Los componentes bioactivos determinados fueron: los acidos 3-cafeoilquinico, 4-cafeoilquinico y el 5-
cafeoilquinico; los isémeros acidos 4,5-dicafeoilquinico, 3,4-dicafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico; cafeina,
los acidos p-cumarico, galico y cafeico. Los acidos clorogénicos y la cafeina fueron los componentes
bioactivos del café presentes en mayor proporcion. La correlacién entre 4cidos clorogénicos y la actividad
antioxidante fue de R?=0.69, mientras que, para el contenido de cafeina y la actividad antioxidante fue de
R2=0.16. Una taza de café de 100 mL con 10 g de café de la variedad geisha aporta 92.8 mg de cafeina y
394.2 mg de acidos clorogénicos.
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Bioactive Components of 34 Commercial Brands of Coffee
from Panama: Relationship between Chlorogenic acids and
Caffeine

Abstract

The objective of this study was to evaluate the content of bioactive components, the antioxidant activity and
the relationship between chlorogenic acids and caffeine in 34 brands of commercial coffee from Panama.
Ten bioactive compounds from the aqueous coffee extract were identified and quantified by high
performance liquid chromatography and the antioxidant activity was determined by the method of radical 2,2-
azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonate). The bioactive components considered in the study were: 3-
caffeoylquinic, 4-caffeoylquinic, 5-caffeoylquinic acids, the isomers 4,5-dicaffeoylquinic, 3,4-dicaffeoylquinic,
3,5-dicaffeoylquinic acids; caffeine, p-coumaric acid, gallic acid and caffeic acid. Chlorogenic acids and
caffeine were the bioactive components of coffee present in greater proportion. The correlation between
chlorogenic acids and antioxidant activity was R?=0.69 while the correlation between the caffeine content
and the antioxidant activity was R? = 0.16. A cup of 100 mL coffee with 10g of coffee of the geisha variety
provides 92.8 mg of caffeine and 394.2 mg of chlorogenic acids.
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INTRODUCCION

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios producidos por una amplia variedad de organismo en la
naturaleza; en el caso de las plantas algunos son utilizados como sistema de defensa ante patbgenos y como
proteccién contra la radiacién ultravioleta. En la mayoria de las plantas superiores se encuentran compuestos
fendlicos en un amplio rango, presentes en frutas, cereales, vegetales, legumbres y bebidas, como el vino, té y
café (Farah y Donangelo, 2006). Los compuestos fendlicos tienen propiedades antioxidantes y esto explica sus
beneficios a la salud, ya que, se ha encontrado que ellos son protectores potenciales contra enfermedades
degenerativas cronicas del ser humano como cataratas, enfermedades neurodegenerativas, cancer y
enfermedades cardiovasculares (Shahidi y Chandrasekara, 2010). La dieta juega un importante rol como fuente
de antioxidantes exégenos, tales como vitaminas, carotenoides, minerales como selenio y especialmente los
polifenoles (Grosso et al., 2014). El café contribuye con el 64% del total de consumo de antioxidantes del ser
humano (Svilaas et al., 2004). En el grano del café verde los compuestos fendlicos estan presentes
predominantemente como una familia de ésteres formados entre acidos hidroxicinamicos y acidos quinicos
colectivamente conocidos como acidos clorogénicos (CGAs) (Clifford y Clifford, 1999). El acido clorogénico en
mayor concentracion en el grano de café verde es el acido 5-cafeoilquinico (5-CQA). Otros isémeros son acido
4-cafeoilquinico (4-CQA) y acido 3-cafeoilquinico (3-CQA). Adicionalmente, hay otros isémeros con 2 moléculas
de acido cafeico tales como éacido 3,4-dicafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico y acido 4,5-dicafeoilquinico
(Babova et al., 2016). Los autores de este articulo utilizaron la nomenclatura IUPAC, (1976). La concentracion de
los CGAs en el café verde puede representar hasta el 14% del peso del grano y tiene un marcada influencia en
determinar la calidad y la formacion del olor del café (Farah y Donangelo, 2006; Zanin et al., 2016).

Otros compuestos fendlicos estan presentes en el grano de café aunque en menor proporcion. Los
compuestos fendlicos no flavonoides como los &cidos fendlicos y acidos benzoicos: acido galico, acido p-
hidroxibenzoico, 4&cidos hidroxicinamicos como acido cumarico y acido cafeico (Clifford y Clifford, 1999;
Kreicbergs y Dimins, 2011). El &cido p-cumarico (CoA), es un metabolito predominante en las plantas con
propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias. Los datos muestran que CoA es un compuesto antioxidante
con buena actividad antiplaquetaria a dosis que pueden ser obtenidas de la dieta, sugiriendo posible
aplicacién para la prevencién de enfermedades vasculares (Luceri et al., 2017). El &cido clorogénico del
café verde, 5-CQA y el isémero 3,5-diCQA protegen las células del higado humano contra el estrés
oxidativo a concentraciones fisioldgicas. El tostado afecta drasticamente la composicion fisica y quimica de
los granos del café, provocando la degradacién y transformacion de los polifenoles. Aunque se forman otros
compuestos por el tostado, éstos no compensan la pérdida de acidos hidroxicinamicos ni la actividad
antioxidante del café verde (Perrone et al., 2012; Samo et al., 2013; Vega et al., 2017). Aunque CGAs se
degradan durante el tostado, la bebida de café es abundante en estos compuestos, probablemente la fuente
de CGAs de mayor concentracion en la dieta. Los consumidores de café pueden tener un consumo diario
de CGAs hasta de 1 gramo (Perrone et al., 2012).

Otros compuestos bioactivos encontrados en el café verde son las metilxantinas, cafeina (Caf), teobromina;
siendo la cafeina el principal alcaloide en el café y su concentracion depende de la variedad, proceso de
tostado y preparacién de la bebida (Hec¢imovi¢ et al., 2011). En las diferentes marcas de café comerciales
de Panama el contenido de cafeina esta en un rango de 0.26 a 2.00% en peso seco (Vega et al., 2014). A
pesar de los efectos controversiales de la cafeina y otros compuestos presentes en el café, la utilizacién de
los granos de café verde estd ganando un increible interés en la industria nutraceltica y farmacolégica
debido a que ellos son aceptados como una fuente de compuestos que poseen actividad antioxidante como
los acidos clorogénicos. Por otro lado, el alto contenido de cafeina baja la aplicabilidad de los extractos de
café verde para preparar suplementos dietéticos para ser usados como antioxidantes, debido a su conocido
efecto en el sistema nervioso central. Es por eso que el mercado requiere la identificacion de cafés con una
alta relacién &cido clorogénico/cafeina (Babova et al., 2016). En este contexto, el objetivo de este estudio
fue evaluar el contenido de componentes bioactivos, su actividad antioxidante vy la relacion acidos
clorogénicos/cafeina que hay en una taza de café, de 34 marcas de cafés comerciales de Panama.

METODOLOGIA

Las muestras de café tostado y molido se obtuvieron de los supermercados de las provincias de Chiriqui,
Veraguas, Coclé y Panama. Se tomaron muestras al azar y con fecha de expiracion posterior al analisis.
En el laboratorio, las muestras comerciales con empaque de plastico transparente se cubrieron con papel
aluminio para protegerlas de la luz y se guardaron a 0°C hasta que se analizaron (Vega et al., 2017). Todas
las muestras son de la especie Coffea arabica; 8 son de variedad geisha, 1 variedad pacamaray 9 no se le
identifico la variedad en los empaques comerciales. Segun Miranda (2007), en Panama se cultivan para
fines comerciales las especies Coffea arabica (Café Ardbica) con varios cultivares entre ellos: Typica,
Caturra Rojo, Catuai Rojo, Borbén, Mundo Novo, MIDA 96, Pacamara y Geisha. Las muestras de café puro
son cultivadas en tierras altas (>900msnm), excepto la #14 y 15 que son cultivadas en tierras bajas
(<900msnm). Las muestras de café mezcladas con maiz contienen café cultivado en tierras bajas.
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Reactivos y solventes

Los estédndares de acido 5-cafeoilquinico (pureza: = 95.0%), acido 3-cafeoilquinico (pureza: = 98.0%), acido
cafeico (pureza: = 98.0%) y acido p-cumarico (pureza: = 98.0%) fueron comprados de Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO). La cafeina (pureza: = 98.5%) fue obtenida de Spectrum Quality Products (New Brunswick, NJ).
Los solventes metanol (pureza: 99.8%) y acido trifluoroacético (pureza: 99.5%) de grado HPLC obtenidos de
Tedia (United States) y el acido citrico grado reactivo de AppliChem (Germany).

Obtencién del extracto acuoso del café

El extracto acuoso fue obtenido utilizando la metodologia propuesta por Jeszka-Showron et al., (2016) con
algunas modificaciones. La muestra de café comercial (0.5 g si es café mezclado y 0.25 g si es café puro)
fue mezclada con 25 mL de agua destilada y se coloc6 en una plancha Biomega (H-4000-HS) a calentar
hasta alcanzar la temperatura de 90°C y se mantuvo calentando durante 5 minutos a temperatura
constante. Se dejé enfriar y luego se trasvasé la muestra a un tubo para centrifuga de 50 mL y se centrifug6
por 15 minutos a 13640 G’s (10000 rpm) con una temperatura de 5°C (Hettich Zentrifugen Rotina 38R, radio
del rotor 122mm). EIl sobrenadante se decanté en un matraz volumétrico de 25 mL y se aforé con agua
destilada hasta la marca. Antes de inyectar en el sistema HPLC, el sobrenadante diluido se filtr6 a través de
unos filtros de jeringa de 0.45 um y de didmetro de 25 mm.

Identificacion y cuantificacién de compuestos fendlicos del café por HPLC.

Se uso6 la metodologia propuesta por Wen et al., (2005), con algunas modificaciones. La identificacion y
cuantificacion de los compuestos fendlicos se llevé a cabo en un sistema Agilent 1260 Infinity, con bomba
cuaternaria (G1311C), compartimiento de columna termostatizado (G1316A), detector de arreglo de diodos
(G1315D) operando a 325 y 280 nm e inyeccion manual (Rheodyne). La separacion se llevé a cabo con una
columna ZORBAX SB-C18 Stable Bond Analytical (4.6 x 150 mm, 5 um). Las condiciones de separacion
establecidas fueron las siguientes: volumen de inyeccién de 20 pL, flujo de 0.4 mL/min, fase movil A (agua
con 0.02% de acido trifluoroacético), fase movil B (metanol con 0.02% de acido trifluoroacético), temperatura
de 25°C y tiempo de corrida de 60 min. El gradiente programado fue el siguiente: 98:2 (solvente A: solvente
B) a los 0 min, 68:32 a los 30 min, 60:40 a los 40 min, 60:40 a los 45 min y 98:2 a los 50 min.

La identificacién se llevo a cabo por la comparacién del tiempo de retencidon de la muestra con el tiempo de
retencion de los respectivos estandares. La determinacion de la concentracion de los compuestos se realizo
utilizando curvas de calibracién hechas para cada estandar, 4cido 5-CQA y 3-CQA en un rango de 0.5 a
100 mg/L, acido cafeico, galico y p-cumarico en un rango de 0.2 a 10 mg/L y la cafeina se cuantific6 en un
rango de 10 a 250 mg/L. Para cuantificar el acido 4-CQA, se utilizé directamente la curva de acido 5-CQA,
por la similitud del coeficiente de extincién molar de los isémeros del acido 5-CQA (Nagaele, 2016).

Para la determinacion de los isomeros (3,4-diCQA; 3,5-diCQA; 4,5-di-CQA), se us6 la metodologia
propuesta por Farah et al., (2005) con algunas modificaciones. Las condiciones de separacion establecidas
fueron las siguientes: volumen de inyeccion de 20 L, flujo de 0.5 mL/min, fase movil A (4cido citrico 10 mM
(80%), ajustado a pH 2.5 con HCI 6N y metanol (20%) que se adiciond previamente a la solucion de &cido
citrico para evitar la formacién de burbujas en el sistema), fase mévil B (metanol), temperatura de 25°C y
tiempo de corrida de 62 min. El gradiente programado fue el siguiente: 100:0 (solvente A: solvente B) a los 0
min, 100:0 a los 19 min, 80:20 a los 25 min, 80:20 a los 35 min, 60:40 a los 50 min, 60:40 a los 60 min y
100:0 a los 61 min. La concentracion de los isémeros se calculd utilizando la siguiente férmula:

- S ®
Donde C es la concentracion del isomero en cuestiéon (mg/L); RF es el factor de respuesta del estandar de
5-CQA (expresado en mg/L); €1 coeficiente de extincion molar del 5-CQA,; € coeficiente de extinciébn molar
del isdbmero en cuestion; MR1 es el peso molecular del 5-CQA (354.1 g/mol); MRz es el peso molecular
relativo del isémero en cuestion (516.2 g/mol) (Nollet y Toldra, 2012) y A es el area del pico del isémero en
cuestion. Los coeficientes de extincion molar (x 10%) utilizados fueron los siguientes: A 330nm, 5-CQA= 1.95;
4-CQA=1.80; 3-CQA= 1.84; 3,4-diCQA= 3.18; 3,5-diCQA= 3.16; y 4,5-diCQA= 1.84.

Determinacion de la actividad antioxidante por el método del radical ABTS*
Se usO la metodologia propuesta por Pérez-Hernandez, et al., (2012) con algunas modificaciones. Este

método mide la capacidad relativa de los antioxidantes para neutralizar el radical ABTS* generado en fase
acuosa y se compara con un estandar de Trolox (analogo soluble en agua de la vitamina E). Para generar el
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cation ABTS* se pesaron 19.2 mg de acido 2,2 -azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) y se disolvié en 5
mL de agua destilada para obtener una concentracion de 7 mM. Luego se le adicion6 88 L de persulfato de
potasio 140 mM. La solucién resultante se homogenizé y se dejé incubar a temperatura ambiente (25°C+1)
en oscuridad por 16 horas. Una vez generado el radical, ABTS*, se procedié a ajustar con etanol hasta
obtener una absorbancia de 0.7 £ 0.1 a 754 nm. La linea base se corrigié con etanol. Para el analisis de la
muestra a 3.9 mL de solucién de ABTS*, previamente ajustada a una absorbancia de 0.7 = 0.1, se le
adiciono 100 pL del extracto acuoso de café y se agitd vigorosamente. La muestra se ley6é inmediatamente
(Abs t=0min) y luego a los 7 min (Abs t=7min), en un espectrofotometro UV/VIS (PG Instruments Ltd,
modelo T70+ UV/VIS Spectrometer) a 754 nm. La curva de calibracién se construyd con Trolox en un rango
de 0 a 1.0 mM. La actividad antioxidante se calculdé con la curva de calibracion y se expresé6 en mmol
trolox/g de muestra (Pantoja, 2017).

Andlisis estadistico

Los datos de los diferentes parametros representan las medias y desviaciones estandar de cada una de las
muestras por triplicado. Los datos se sometieron a pruebas ANOVA, pruebas de correlacién y pruebas de
rango como t de student, para establecer si existian diferencias significativas entre las muestras para cada
parametro. Todos los datos fueron tratados con el software PAST de acceso gratuito en Internet.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudio se analizaron 34 marcas de cafés comerciales de Panam@, los cuales son de la especie
Coffea arabica (variedades geisha, pacamara y muestras sin identificar la variedad). Se cultivan en
bajura<900 msnm y altura>900 msnm y se comercializan con diferentes grados de tostado y molido (Vega
et al., 2017). De los 34 cafés estudiados, el 52.94% son cafés puros y 47.06% son mezclas de café con
maiz, de acuerdo a lo descrito en el paquete del producto. Todos los cafés puros son de la especie Coffea
arabica, de los cuales el 50.00% son muestras sin identificar la variedad (A); el 44.44%, Coffea arabica var.
geisha (G) y el 5.56%, Coffea ardbica var. pacamara (P). De los cafés puros, el 88.89% son cultivados en
altura (>900 msnm) y el 11.11%, en bajura (<900 msnm).

En la tabla 1, se muestran los resultados del contenido de sustancias bioactivas como &cidos clorogénicos
(CQA, di-CQA); acidos cinamicos libres (acido cafeico, p-cumarico) y acido galico, de 18 marcas de café
puros comerciales de Panama. En la tabla, los valores no conectados por la misma letra, en la misma
columna, indican que son significativamente diferentes t=2.02, 0=0.05. Las letras son independientes para
cada uno de los parametros evaluados. Ac. 5-CQA= &cido 5-cafeoilquinico; Ac. 3-CQA= A&cido 3-
cafeoilquinico; Ac. 4-CQA= &cido 4-cafeoilquinico; 3,4-diCQA= &cido 3,4-dicafeoilquinico; 3,5-diCQA=
acido 3,5-dicafeoilquinico; 4,5-diCQA= &cido 4,5-dicafeoilquinico; AG= acido galico; CA= acido cafeico;
CoA= &cido p-cumérico; ND= no detectado. El contenido de acido 5-cafeoilquinico (5-CQA), esta en el rango
de 86.31 a 2042.32 mg/100g; el acido 4-cafeoilquinico (4-CQA), de 79.26 a 1052.77 mg/100g; el acido 3-
cafeoilquinico (3-CQA) de 53.43 a 891.84 mg/100g; el éster 4,5-diCQA ND a 999.90 mg/100g; el éster 3,4-
diCQA 1.67 a 848.27 mg/100g; el éster 3,5-diCQA 1.05 a 650.23 mg/100g; acido p-cumarico ND a
5.0mg/100g; acido galico 0.93 a 40.33 mg/100g y &cido cafeico ND a 24.55 mg/100g.

En los cafés los acidos hidroxicinamicos y sus ésteres son los que estan presentes en mayor proporcion
como se pudo comprobar en este estudio. Dentro de los &acidos hidroxicinamicos el acido Ac. 5-CQA es el
gue estd en mayor proporcién. Si comparamos los cafés, el de mayor contenido de &cido 5-CQA es de la
variedad geisha (2042.32 mg/100g) y el de menor contenido de acido 5-CQA es el café de especie arabica
de bajura (86.31 mg/100g). Hay estudios que indican que las condiciones de cultivo como la altura
modifican las caracteristicas de los cafés como su composicion (Guyot et al., 1996). Los acidos cinamicos
libres como el cafeico y el p-cumarico se liberan durante el proceso del tostado del café y va a depender del
tiempo y temperatura del tostado (Clifford y Clifford, 1999). Esto explica la variabilidad de los contenidos de
estos compuestos ya que a través de encuestas a los caficultores y segun el rétulo del empaque de los
cafés, se usan diferentes métodos de tostados (torrefacto city; tueste suave; expreso tueste oscuro; tueste
claro; tostado intermedio; tostado oscuro), en los diferentes cafés comerciales de Panama.

En la tabla 1 se muestran los resultados de la prueba t de student, la cual resulté significativa, con un valor
de t=2.02, a=0.05 para las diferentes marcas de café en los 9 parametros evaluados. Como se puede
observar hay variabilidad en todos los pardmetros. Durante el proceso del tostado los acidos clorogénicos
se descomponen y forman nuevos compuestos. En este estudio se utilizaron cafés de la especie aradbica y
de diferentes variedades: pacamara (1), geisha (8) y sin identificar la variedad (9). Los cafés con mayor
contenido de &cidos clorogénicos son de la especie ardbica de altura como el geisha y el pacamara y los de
mas bajo contenido son los de bajura.
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Tabla 1: Contenido de sustancias bioactivas extraidos en agua

de las muestras (#) de cafés puros comerciales de Panama.

Ac.5-CQA Ac.3-CQA Ac. 4-CQA 3,4-diCQA 3,5-diCQA 4.5-diCQA AG CA CoA
# (mg/1009) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100q) (mg/100q)
5 | 749.89+21.74 377.93+6.409 454.61+7.169 26.60+1.30f 14.74+0.789 32.18+1.50f 13.66+0.32¢ 7.99+0.48% N.D.
7 768.16+17.711 355.18+8.539 442.69+13.329 18.98+1.229" 11.70+0.74%" 20.02+1.469 13.35+1.10¢ 4.47+0.46° 5.06+0.182
8 313.69+9.23' 185.41+4.76' 221.76+8.671 6.88+0.33 3.91+0.10 6.06+0.491 10.32+0.32¢ 4.39+0.41¢ N.D.
11 | 694.17+25.74 352.07+10.109 402.52+14.56" 17.04+1.56" 10.48+0.419" 17.96+0.719" 11.89+0.32f N.D. 2.43+0.19¢
14 | 100.38+1.62" 69.28+2.07k 93.63+2.22K 1.96+0.524 1.22+0.32i 1.02+0.09i 5.84+0.23 N.D. N.D.
15 | 86.31+£2.55" 53.43+2.31k 79.26x+2.26' 1.67+0.17' 1.06+0.14 ND 4.610.20 N.D. N.D.
30 | 1320.60+4.24 533.02+£51.09¢ 638.97+£62.20° 22.48+1.74% 13.88+1.299 24.44+2.04% 8.52+0.15" 3.75+0.23¢ 2.08+0.10¢
33 | 1674.41+43.35° 777.58+£31.30° 934.74+30.01°¢ 57.00+3.53@ 38.45+3.19¢ 67.15+6.38¢ 16.48+0.30¢ 4.93+0.14¢ 3.37+0.27¢
34 | 617.92+4.95% 297.78+4.11" 361.91+7.67 11.70+0.35 6.16+0.21" 10.17+0.55" 0.94+0.13 9.02+0.83% 2.28+0.16¢
35 | 157.44+4.68™ 100.07+1.81 124.81+1.38% 2.85+0.15K 2.06+0.07! 4.84+0.13i 3.76x0.15 N.D. N.D.
36 | 843.67+7.69" 378.03+1.009 477.58+12.219 18.11+0.669" 10.94+0.529" 19.24+0.479" 10.14+0.36° 9.15+0.13% N.D.
37 | 936.78+66.679 499.10+3.81f 552.56+65.13 20.41+0.88%" 10.84+1.449 20.1840.449 12.13+0.34f 7.26+0.244 3.85+0.28°
38 | 1995.64+14.59 891.85+2.862 1052.77+4.552 47.94+2.90¢ 31.26+2.13f 55.25+2.76° 9.82+0.599 9.66+0.12° N.D.
39 | 1890.91+25.13¢ 863.80+16.32° 1005.61+17.95° 163.98+10.412 117.32+8.042 190.54+13.022 13.16+1.05¢ 8.91+0.842 N.D.
40 | 2017.94+27.33® 771.36+0.76° 919.28+7.78°¢ 57.77+4.209 87.16+8.10°¢ 142.59+10.57° 30.56+0.80° N.D. N.D.
41 | 2042.32+13.082 785.05+£12.99¢ 937.16+£13.92°¢ 58.50+4.60°¢ 93.93+7.10° 147.36+11.56° 27.7610.58°¢ N.D. N.D.
42 | 1959.14+11.94°¢ 721.62+2.34¢ 871.79+2.69¢ 53.12+3.30¢ 79.52+6.50¢ 133.20+10.90° 27.24+0.36° N.D. N.D.
43 | 2029.85+20.88% 838.27+13.75° 986.77+14.77° 79.90+3.80° 122.00+6.40% 188.38+8.80° 40.33+0.602 N.D. N.D.
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En estudios anteriores se encontré que las muestras de Coffea arabica (variedades geisha y pacamara) y
algunas muestras de Coffea arabica (muestras sin identificar la variedad) de altura son los que tienen mayor
contenido de polifenoles totales (incluyendo los clorogénicos). Y las muestras de Coffea ardbica (muestras
sin identificar la variedad) de bajura tienen el menor contenido de polifenoles (Vega et al., 2017). Los cafés
geisha y pacamara se comercializan como cafés especiales, por lo que todo el proceso postcosecha se
hace cuidando sus propiedades, sobre todo el tostado siendo éste un tueste claro a intermedio, lo que evita
la descomposicion de sustancias bioactivas como los acidos clorogénicos (Samo et al., 2013).

En la tabla 2, se muestran los resultados de la concentracion de los CQAs y el acido galico de 16 marcas de
cafés mezclados, comerciales de Panama. En la tabla, los valores no conectados por la misma letra son
significativamente diferentes t=2.02 a= 0.05. Las letras son independientes para cada parametro evaluado.
El contenido de 5-CQA esta en el rango de 5.72 a 272.52 mg/100g; 3-CQA 3.62 a 125.15 mg/100g; 4-CQA
6.56 a 166.17mg/100g y AG 1.62 a 14.06 mg/100g. Los acido cafeico, p-cumarico y los ésteres 3,4-diCQA,
3,5-diCQA y 4,5-diCQA no fueron detectados en los cafés mezclados con maiz. En estudios de cafés
comerciales de Panama, Vega et al., (2017), encontraron que los cafés mezclados con maiz tienen un bajo
contenido de polifenoles porque el maiz aporta una baja cantidad de polifenoles.

Tabla 2: Contenido de sustancias bioactivas (extraidos en agua de las muestras (#) de cafés mezclados comerciales de
Panama.

4  Composicién Condiciones de Ac. 5-CQA Ac. 3-CQA Ac. 4-CQA AG

cultivo del café (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g)
1 Caféy Maiz Bajura 30.62 +1.207" 17.73 £0.479 28.52 £ 0.749 6.25 £ 0.04¢
2 Caféy Maiz Bajura 179.30 + 3.84° 77.53 +1.24° 100.29 +4.02°  14.06 + 0.562
3 Caféy Maiz Bajura 34.23 +2.11f 19.05 £ 1.219 29.28 + 2.059 10.02 + 0.36%
4  Caféy Maiz Bajura 84.45 + 4. 40¢ 44.22 +1.82¢ 57.13 + 3.78¢ 9.37 £0.214
6 Caféy Maiz Bajura 5.72 £ 0.30 3.62 +£0.16' 6.56 = 0.21! 10.08 +1.19¢
10 Caféy Maiz Bajura 128.96 + 3.82° 69.09 = 1.25° 91.28 +1.98° 12.40 +£0.372
13 Caféy Maiz Bajura 82.87 + 2.64¢ 44.63 + 0.92¢ 61.88 £ 1.53¢ 13.69 £ 0.382
17 Caféy Maiz Bajura 30.75 + 1.35f9n 9.18 + 0.64" 11.05 + 0.99i 2.93 +0.130"
20 Caféy Maiz Bajura 119.11 +5.12¢ 48.14 + 1.58¢ 71.18 +5.02¢ 13.36 £ 1.402
21 Caféy Maiz Bajura 25.18 +1.099" 14.04 + 0.699" 16.70 + 1.05" 11.26 +0.23P¢
22 Caféy Maiz Bajura 130.10 + 6.90¢ 80.87 + 4.61° 95.60 + 3.74¢ 1.62 +0.08"
25 Caféy Maiz Bajura 105.96 + 2.20¢ 56.47 +1.149 64.26 + 1.29% 3.80 + 0.29
26 Caféy Maiz Bajura 272.57 +7.652 125.15+3.392  166.17 +4.552  4.35 + 0.29
27 Caféy Maiz Bajura 38.88 + 0.82f 18.42 £ 0.63¢ 22.30 +0.289" 2.16 + 0.059"
28 Caféy Maiz Bajura 20.58 +1.35" 11.83 £ 0.70" 17.00 + 1.02" 7.69+0.72¢
29 Caféy Maiz Bajura 74.40 £ 3.58¢ 35.10 + 1.64f 42.13 +1.93f 6.64 + 0.05¢

En la tabla 2, se muestran los resultados de la prueba t de student para los 4 pardmetros evaluados en las
diferentes muestras de café mezclados. Se encuentra variabilidad en las diferentes muestras; de 16 marcas,
para los 4 parametros, 12 tienen concentraciones significativamente diferentes. Las 16 marcas de café de
este estudio son para consumo nacional y es una mezcla de café C. arabica y C. robusta de bajura y maiz
en diferentes proporciones. El proceso de tostado es diferente segin la marca y por ello la variabilidad en el
contenido de sustancias bioactivas.

En la tabla 3, se muestra la concentracion de Acidos clorogénicos (CGAs), cafeina (Caf) y la relacion acidos
clorogénicos/cafeina (CGAs/Caf) de los 18 cafés puros comerciales estudiados. Se observa variabilidad en
el contenido de CGAs que esta en el rango de 219 a 4245.17 mg/100g y la cafeina en el rango de 927.89 a
2008.95 mg/100g. El contenido de cafeina en el café depende del método de extraccidon con agua caliente,
pero no es afectado por el grado de tostado; sin embargo los CGAs si son afectados por las temperaturas y
el tiempo de tostado ya que se descomponen en otros compuestos con menos poder antioxidante. La
relacion CGAs/Caf esté en el rango de 0.11 a 3.85. Esté variabilidad se debe a que son variedades de café,
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condiciones de cultivo y grados de tostado, diferentes. Esta relacién CGAs/Caf es un parametro que indica
si un café puede ser utilizado en la industria de las bebidas nutracedticas. Si tiene un alto contenido de
CGAs, se considera una bebida antioxidante. Por otro lado, el alto contenido de cafeina disminuye la
aplicabilidad del café para preparar suplementos dietéticos y ser usados como antioxidantes, debido a su
efecto negativo en el sistema nervioso central. Es por eso que el mercado requiere la identificacion de cafés
con una alta relacion CGAs/Caf. En Babova et al., (2016) se concluy6 que cafés C. arabica de Kenia con
una relacion acido clorogénico/cafeina de 1.5 era una fuente éptima de antioxidantes con aplicaciones en la
industria farmacéutica y nutracedtica. En este estudio se encontré6 que los cafés de la variedad geisha
tienen una relacion CGAs/Caf en el rango de 2.48 a 3.85, por lo que se puede proponer como fuente de
antioxidante en la industria nutraceutica.

Tabla 3: Contenido de &cidos clorogénicos totales, cafeina, ABTS*, relacion CGAs/Caf de los cafés puros comerciales de
Panama.

# Especie Conciiﬁ:;?\r/lgs de CGAs (mg/100g)  Caf (mg/100g) (n?nl?(-)rlseq. Relacion
Trolox/g) CGAs /Caf
5  C.arabica Altura 1582.43 1569.56° 0.1781%¢ 1.01
7  C.arabica Altura 1566.03 1268.83f¢ 0.1628¢ 1.23
8 C. arabica Altura 737.72 1233.909" 0.1092i 0.60
11 C. arabica Altura 1448.75 1210.46" 0.1333fen 1.20
14 C. arabica Bajura 263.30 1531.55° 0.1018i 0.17
15 C. arabica Bajura 219.00 2008.952 0.12369N 0.11
30 C. arabica var. geisha Altura 2492.59 1006.85% 0.1395f 2.48
33 C. arabica var. geisha Altura 3386.74 1288.27¢f 0.1450¢f 2.63
34 C. arabica var. geisha Altura 1277.61 1349.31¢d 0.12209" 0.95
35 C.arabica Altura 392.08 1288.05¢f 0.0832k 0.30
36 C.arabica Altura 1699.28 1371.41° 0.1354 1.24
37 C.arabica Altura 2039.86 1319.62¢ 0.1212n 1.55
38 C. arabica var. geisha Altura 3940.25 1275.15f% 0.1764° 3.09
39 C.arabicavar. pacamara  Altura 3760.32 1288.84¢°f 0.1573¢% 3.28
40 C. arabica var. geisha Altura 3996.10 938.19i 0.13622 3.57
41 C. arabica var. geisha Altura 3916.96 936.72 0.13082 3.62
42 C. arabica var. geisha Altura 3818.39 948.07 0.11182 3.36
43 C. arabica var. geisha Altura 4245.17 927.89i 0.12852 3.85

En la tabla 4, se observa que el contenido de cafeina de los cafés mezclados de Panama varia de 0.05% a
0.52% y los cafés puros de Panama, presentan un contenido de cafeina de 1% a 2% lo que confirma el
rétulo de las marcas de café, que indica que es un café mezclado con maiz; esto explica el bajo contenido
de cafeina de estos cafés ya que el maiz no aporta cafeina a la mezcla. La actividad antioxidante ABTS-*
de estos cafés esta en el rango de 0.02 a 0.07 mmoles trolox/g; este bajo valor de actividad antioxidante se
debe a que el maiz de la mezcla no aporta compuestos que tengan actividad antioxidante como el café. La
relacion CQAs/Caf esté en el rango de 0.05 a 1.53 que es una relacién baja. Estos cafés mezclados no son
considerados para hacer bebidas nutraceulticas porque su aporte en &cidos clorogénicos, como
antioxidante, es bajo.

En la fig. 1 se muestra un cromatograma obtenido de una muestra de café variedad geisha a una longitud
de onda de 325nm. Un total de 6 acidos clorogénicos fueron identificados. Con el cromatograma obtenido
por HPLC y las respectivas curvas de calibracion se determiné la concentracion de compuestos bioactivos
presentes en los 34 cafés comerciales de Panama. En la fig. 2 se muestra el gréfico entre el contenido de
acidos clorogénicos de los cafés puros comerciales de Panama y su actividad antioxidante por el método
del radical ABTS*. Se encontr6 una correlacion de R? = 0.69. Este resultado indica que los acidos
clorogénicos, componentes del café tienen un aporte significativo en la actividad antioxidante de este grano.
La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos es en general atribuido a sus grupos hidroxilos, entre
otros factores (Shahidi y Chandrasekara, 2010). En otro estudio Vega et al., (2017) encontraron una
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correlacion de R?=0.83 entre los polifenoles totales y la actividad antioxidantes de cafés puros de Panama.
Los &cidos clorogénicos son los compuestos bioactivos mas abundantes del café y a eso se debe que
explique en 69 % la actividad antioxidante del café.
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Tabla 4: Contenido de acidos cafeoilquinicos (CQAs), cafeina, ABTS™, relacion CQAS/Caf de los cafés
mezclados comerciales de Panama.

ABTS™

# Composicion Con.diciones d? CQAs Caf (mmoles eq. Relacion
cultivo del café (mg/100g) (mg/100g) Trolox/g CQAs /Caf
1 Café y Maiz Bajura 76.86 307.31¢f 0.02771def 0.25
2 Café y Maiz Bajura 357.12 295.33f 0.0296¢d 1.21
3 Café y Maiz Bajura 82.57 221.229 0.0247¢' 0.37
4 Café y Maiz Bajura 185.81 294.20 0.0313¢de 0.63
6 Café y Maiz Bajura 15.90 292.93f 0.02121% 0.05
10 Café y Maiz Bajura 289.34 445.78° 0.0379bc 0.65
13 Café y Maiz Bajura 189.38 328.73¢ 0.03500cd 0.58
17 Café y Maiz Bajura 38.82 52.28% 0.07392 0.74
20 Café y Maiz Bajura 238.42 155.55 0.01649 1.53
21 Café y Maiz Bajura 55.92 173.63" 0.0194f9 0.32
22 Café y Maiz Bajura 306.58 320.19¢ 0.0285¢ 0.96
25 Café y Maiz Bajura 226.69 414.58°¢ 0.0370b¢ 0.55
26 Café y Maiz Bajura 563.89 521.392 0.0379° 1.08
27 Café y Maiz Bajura 79.60 92.47i 0.0168f 0.86
28 Café y Maiz Bajura 49.41 223.379 0.0204 0.22
29 Café y Maiz Bajura 151.62 162.90M 0.0236¢% 0.93

Intensidad de la sefial (325nm)

@ min

Fig. 1: Separacion de &cidos clorogénicos en Café C. arabica tostado. 1= 3-CQA; 2= 5-CQA; 3= 4-CQA;

4= 3,4-diCQA; 5= 3,5-diCQA; 6= 4,5-diCQA.
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Fig. 2: Correlacion entre el contenido de acidos clorogénicos (mg/100g) y actividad antioxidante por
el método del radical ABTS* (mmol Trolox/g), de las muestras de café puros. R>= 0.69, a = 0.05.
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En la fig. 3, se muestra el grafico entre el contenido de cafeina de los cafés puros comerciales de Panama y
su actividad antioxidante por el método del radical ABTS*. Se encontré una correlaciéon de R? = 0.16. Este
resultado indica que la cafeina no tiene un aporte significativo en la actividad antioxidante de los extractos
acuosos del café. En un estudio sobre los mecanismos de reaccion de la cafeina con radicales libres Ledn-
Carmona y Galano (2011), encontraron que la cafeina es un pobre reductor de radicales libres y que esta
reaccion depende de factores como la naturaleza de los radicales libres, la polaridad del medio.
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Fig. 3: Correlacion entre el contenido de cafeina (mg/100g) y actividad antioxidante método del radical
ABTS* (mmol Trolox/g), de las muestras de café puro comerciales de Panaméa. R?>= 0.16, a = 0.05.

En la fig. 4 se muestra el grafico entre el contenido de los CQAs de los cafés mezclados comerciales de
Panama y su actividad antioxidante por el método del radical ABTS+*. Se encontr6 un R?= 0.02 a = 0.05.
Este resultado nos indica que no existe correlacion entre la actividad antioxidante y contenido de CQAs de
los cafés mezclados. En muchas marcas del café mezclado, el maiz es el componente que esta en mayor
proporcién y el mismo tiene un bajo contenido de acidos clorogénicos, que son los componentes del café
gue mayor aporte hacen a la actividad antioxidante.
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Fig. 4: Correlacion entre el contenido de CQAs (mg/100g) y actividad antioxidante por el método
del radical ABTS* (mmol Trolox/g), de las muestras de café mezclados. R?2=0.02, a = 0.05.

En la fig. 5 se muestra que los cafés puros C. arabica var. geisha son los que tienen mayor contenido de 5-
CQA (1320.6 a 2042.32 mg/100g), y C. arabica var. pacamara (1890.91 mg/100g) y las otras muestras de la
especie C. arabica (86.31 a 936.78 mg/100g). Ya en estudios anteriores se encontrd que el café geisha
tenia el mas alto contenido de polifenoles totales (3558 a 4595 mg/100g) (Vega et al., 2017); y los &cidos
clorogénicos son los componentes mayoritarios de los polifenoles del café. El tostado como se ha
demostrado (Jeon et al., 2017) disminuye el contenido de acidos clorogénicos y segin Marin (2008), esta
reduccion es de mas del 90%; en el caso de los cafés geisha en Panama se le considera café especial, por
lo que el tostado es cuidadoso y apenas pasa por el color chocolate claro que se logra a temperaturas de
208°C y tiempo de exposicién 20 minutos. En esas condiciones de tostado los CGAs se descomponen
menos y las concentraciones se mantienen altas como en el café verde (Samo et al., 2013).
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Fig. 5: Grafico de dispersion del contenido de 5-CQA vs actividad antioxidante por el método del radical
ABTS-*(mmol Trolox/g), segun la composicién del café.

En los cafés la relacion acido clorogénico/cafeina da un indicio del grado de tostado ya que la cafeina no se
descompone a las temperaturas de tostado y los acidos clorogénicos si son labiles a esas temperaturas
(Ludwig et al., 2014; Jeon et al., 2017). Actualmente se busca un café que sea saludable por lo que debe
tener un contenido bajo de cafeina y un contenido alto de acidos clorogénicos, ya que el café es nuestra
primera fuente de acidos clorogénicos (Svilaas et al., 2004). Un consumo mayor de 400mg por dia tiene
efectos negativos en el sistema nerviosos central (Nawrot, 2003).

En la fig. 6 se muestra la concentracion de los CGAs y cafeina de los 18 cafés puros estudiados. Se puede
observar que C. arabica var. geisha de altura es la que contiene mayor cantidad de CGAs comparado a su
contenido de cafeina y los de mayor contenido de cafeina en comparacion con el contenido de CGAs son
los C. arabica de bajura. En la fig. 7 se muestra la concentracion de los CQAs y la cafeina de los cafés
mezclados estudiados. En la mayoria de las muestras hay una concentracion similar de CQAs que la
concentracién de la cafeina o menor.
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Fig. 6: Gréfico del contenido de Caf y CGAs, en mg/100g, de 18 marcas de café puros de Panama.
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Fig. 7: Grafico del contenido de Caf y CQAs, en mg/100g, de 16 marcas comerciales de cafés mezclados, de Panama.
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En los cafés puros de Panama las relaciones CGAs/Caf estan en el rango de 0.11 a 3.85. Si se prepara una
taza de café de 100 mL con 10 g de café se esta consumiendo 92.79 mg de cafeina y 394.22 mg de acidos
clorogénicos. Esa persona puede tomar hasta 4 tazas de café y no supera los 400 mg de cafeina, cantidad
de consumo de cafeina limite no asociado con efectos adversos a la salud. Si se prepara una taza de café
de 100 mL con agua caliente usando 10 g de la marca de café que tiene una relacion CQAs/Caf de 0.11 se
esta consumiendo 200.09 mg de cafeina y 21.9 mg de acido clorogénico. Con s6lo una taza de café ese
consumidor estaria ingiriendo 5 veces mas cafeina, que lo recomendado para que no afecte su salud, y un
bajo consumo de acido clorogénico.

CONCLUSIONES

En el presente estudio se identificaron 10 compuestos bioactivos en las diferentes marcas de cafés
comerciales de Panama4; seis acidos clorogénicos (5-CQA, 4-CQA, 3-CQA, 3,4-diCQA, 3,5-diCQA vy 4,5-
diCQA), cafeina, acido galico, acido cafeico y acido p-cumarico. De éstos, el acido 5-CQA fue el compuesto
gue se encontré6 en mayor concentracion. Del grupo de muestras analizadas, los cafés C. arabica var.
geisha presentaron la mayor concentracién de cada compuesto bioactivo. Por otra parte, la correlacion
obtenida entre los &cidos clorogénicos y la actividad antioxidante de las diferentes marcas de café, muestran
gue estos compuestos aportan un porcentaje importante a la capacidad antioxidante del café. En cambio, la
correlacion encontrada entre la cafeina y la actividad antioxidante, nos permite inferir que este componente
no tiene un aporte significativo a la actividad antioxidante del café. Los cafés C. arabica var. geisha
proporcionan el mayor contenido de acidos clorogénicos por taza de café y presentaron una relacién
CGAs/Caf en el rango de 2.48 a 3.85, por lo que se puede proponer como fuente de antioxidantes de uso en
varias industrias como la alimentaria, farmacéutica, nutracéutica y otros productos industriales.

NOTACION

Abreviaciones

5-CQA = acido 5-cafeoilquinico

4-CQA = acido 4-cafeoilquinico

3-CQA = acido 3-cafeoilquinico

3,4-diCQA = &cido 3,4-dicafeoilquinico

3,5-diCQA = 4cido 3,5-dicafeoilquinico

4,5-diCQA = &cido 4,5-dicafeoilquinico

Caf = cafeina

CoA = &cido p-cumérico

AG = acido galico

CA = 4cido cafeico

ND = no detectado

ABTS* = 4cido 2,2"-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)
CGAs = acidos clorogénicos considerando los CQA y los diCQA
CQAs = 4cidos cafeoilquinicos considerando solo los CQA
CGAs/Caf = relacion acidos clorogénicos/cafeina

CQAs/Caf = relacidon &cidos cafeoilquinicos/cafeina
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