Mercedes Campo Fernandez*, Maria Cristina Palacios Marin, Andreina Priscilla Panta Cuenca,
Nubia Lisbeth Matute Castro, Osmany Cuesta Rubio, Ingrid Marquez Hernandez y
Carmita Gladys Jaramillo Jaramillo

Composicion quimica 'y
capacidad antioxidante de
tres variedades de cascari-
lla de café (Coffea arabica)

Resumen

La cascarilla de café es un residuo agricola
generado durante el procesamiento de
granos de café que, aunque puede incidir
en la contaminacion ambiental, contiene
metabolitos con actividad antioxidante.
En esta investigacion se propuso evaluar
la composicion quimica y la capacidad
antioxidante de la cascarilla de tres varie-
dades de café (Coffea arabica): Catucai
rojo (CR), Catucai amarillo (CA) y San Sal-
vador (SS), cosechadas en la provincia de
El Oro, Ecuador. Se cuantificé espectro-
fotométricamente el contenido de feno-
les totales equivalente a acido galico y de
taninos en los extractos hidroalcohélicos
obtenidos mediante sonicacion. Los re-
sultados mostraron que las variedades
CRy SS tenian niveles significativamente
mas altos de fenoles, la variedad CR tam-
bién mostré6 mayor cantidad de cafeina.
La cromatografia liquida de alta efica-
cia acoplada a espectrometria de masas
(CLAE-EM) facilité la identificacion de di-
cha xantina, de acidos clorogénicos y fla-
vonoides, todos referidos para la especie.
La capacidad antioxidante equivalente a
Trolox, evaluada mediante los métodos
de FRAP y DPPH, demostro6 que todas las
muestras pueden ser aprovechadas por
tal propiedad, ya que se evidencié una
correlacion fuerte y positiva con los con-
tenidos de los compuestos fendlicos de-
terminados. Estos hallazgos sugieren que
la cascarilla de café puede ser una fuente
valiosa de antioxidantes con potenciales
aplicaciones en la industria farmacéutica
y alimentaria.

Palabras clave: cascarilla de café; residuo
agroindustrial; Coffea arabica; antioxidan-
te; cafeina; compuestos fenolicos.
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Chemical composition and
antioxidant capacity of
three varieties of coffee
(Coffea arabica) husk

Abstract

Coffee husk is an agricultural residue
generated during the processing of co-
ffee beans, which, although it can affect
environmental pollution, contains me-
tabolites with antioxidant activity. This
research aimed to evaluate the chemical
composition and antioxidant capacity of
the husk of three varieties of coffee (Co-
ffea arabica): Catucai rojo (CR), Catucai
amarillo (CA), and San Salvador (SS), har-
vested in the province of El Oro, Ecuador.
The content of total phenols equivalent
to gallic acid and tannins in the hydroal-
coholic extracts obtained by sonication
was quantified spectrophotometrically.
The results showed that the CR and SS
varieties had significantly higher levels of
phenols and the CR variety also showed a
greater amount of caffeine. High-perfor-
mance liquid chromatography coupled
to mass spectrometry (HPLC-MS) fa-
cilitated the identification of xanthine,
chlorogenic acids, and flavonoids, all
referred to the species. The Trolox equi-
valent antioxidant capacity, evaluated by
FRAP and DPPH methods, demonstrated
that all samples can be used for their an-
tioxidant capacity, showing a strong and
positive correlation with the determined
contents of phenolic compounds. These
findings suggest that coffee husks may
be a valuable source of antioxidants with
potential applications in the pharmaceu-
tical and food industries.

Keywords: Coffee husks; agroindustrial
residue; Coffea arabica; antioxidant;
caffeine; phenolic compounds.
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Composicao quimica e
capacidade antioxidante de
trés variedades de casca de
café (Coffea arabica)

Resumo

A casca de café é um residuo agricola
gerado durante o processamento dos
grios de café que, embora possa causar
polui¢do ambiental, contém metabolitos
com atividade antioxidante. A pesquisa
teve como objetivo avaliar a composicdo
quimica e a capacidade antioxidante da
casca de trés variedades de café (Coffea
arabica): Catucai Vermelho (CR), Catucai
Amarelo (CA) e San Salvador (SS), col-
hidas na provincia de El Oro, Equador.
O teor de fenodis totais equivalentes a
acido galico e taninos nos extratos hi-
droalcoolicos obtidos por sonicagdo foi
quantificado espectrofotometricamente.
Os resultados mostraram que as varie-
dades CR e SS apresentaram niveis sig-
nificativamente mais elevados de fendis
e a variedade CR também apresentou
maior quantidade de cafeina. A cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia acoplada
a espectrometria de massas (HLAE-MS)
facilitou a identificacdo das referidas xan-
tinas, acidos clorogénicos e flavondides,
todos referentes a espécie. A capacida-
de antioxidante equivalente ao Trolox
avaliada pelos métodos FRAP e DPPH
demonstrou que todas as amostras po-
dem ser utilizadas pela sua capacidade
antioxidante, apresentando correlagdo
forte e positiva com os conteidos dos
compostos fendlicos determinados. Es-
tas descobertas sugerem que a casca do
café pode ser uma fonte valiosa de an-
tioxidantes com aplicagdes potenciais
nas indUstrias farmacéutica e alimentar.

Palavras-chave: casca; residuos agroin-
dustriais; Coffea arabica; antioxidante;
cafeina; compostos fenolicos.
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Introduccién

El café es un producto muy consumido a nivel mundial y es reco-
nocido como un alimento funcional debido a su rico contenido de
metabolitos antioxidantes, asi como por sus efectos biologicos
beneficiosos [1]. Aunque existen mas de 100 especies del género
Coffea, las de mayor relevancia econémica son la Coffea canephora
(café robusta) y la Coffea arabica (café arabico), esta ultima represen-
ta aproximadamente el 60% de la produccion mundial de café [2].
Ecuador es uno de los grandes productores de café, debido a la am-
plia variedad de ecosistemas presentes en las diferentes regiones
del pais [3]. Seglin datos de 2013, Ecuador contaba con aproxima-
damente 199.215 ha dedicadas al cultivo de café, de las cuales el
68% correspondia a la especie C. arabicay el 32% a la C. canephora [4].
Sin embargo, seglin datos de la Asociacion Nacional de Exportado-
res de Café (ANECAFE) de 2019, la superficie dedicada al cultivo de
café en Ecuador se redujo a aproximadamente 60.000 ha. En este
mismo afo, la provincia El Oro contaba con 9730 ha de superficie
destinadas al cultivo de todas las variedades de C. arabica [5].

La gran demanda de café genera cantidades considerables de resi-
duos agricolas, los cuales representan un problema ambiental. La
cascarilla de café es uno de los principales residuos sélidos obte-
nidos durante el procesamiento de café, su magnitud oscila entre
el 30 y el 50% del peso total del café producido [6]. Generalmente,
la cascarilla esta conformada por la piel, la pulpa, el mucilago, el
pergamino y partes de la piel plateada [7], esta se genera después
de descascarar las cerezas de café.

Para extraerlos o separar los compuestos bioactivos de la cascarilla
de café, es comln emplear un proceso de extraccion solido-liqui-
do. Tanto los métodos tradicionales (maceracion o Soxhlet), asi
como los métodos innovadores (extraccion asistida por ultrasoni-
do, microondas y enzimas) han sido utilizados para los procesos de
extraccion. Estudios han demostrado la presencia de compuestos
fenolicos y la actividad antioxidante tanto en extractos acuosos de
la pulpa de café obtenidos por maceracion, como en extractos eta-
nélicos de residuos de café extraidos mediante ultrasonido [8, 9].

Algunas indagaciones refieren que el café, incluyendo su cascarilla,
ayuda para el fortalecimiento del sistema inmunolégico, ademas de
que protege al organismo de enfermedades crénicas no transmisi-
bles (ECNT). Esto se debe a los diferentes compuestos bioactivos
que contiene: cafeina, acidos clorogénicos, flavonoides, taninos, en-
tre otros [10]. Otros analisis describen que la cafeina es antioxidante
y, por ende, esta relacionada con la prevencién de patologias asocia-
das con el estrés oxidativo [11]. Tamayo [12] sugiere que el consumo
de antioxidantes puede ayudar a prevenir ECNT, por su papel pro-
tector frente al dafio celular. Por lo tanto, la cascarilla de café puede
ser un recurso innovador para las industrias alimenticias y farma-
céuticas, debido a su contenido de micronutrientes, macronutrien-
tes y metabolitos especializados con actividad antioxidante [13].

Debido al interés en aprovechar los compuestos bioactivos de la
cascarilla de café que se obtiene en la finca “Don Angel”, ubicada
en Las Lajas, provincia de El Oro, es necesario hacer un estudio fi-
toquimico de estas materias primas nunca antes investigadas, ya
que podrian ser una opcion viable y efectiva para el desarrollo de
productos beneficiosos para la salud, en particular por su capaci-
dad antioxidante. De tal manera, el objetivo propuesto fue evaluar
la composicion quimica y la capacidad antioxidante de tres varie-
dades de cascarilla de café, mediante métodos cromatograficos y
espectroscopicos, para que puedan ser aprovechadas en la industria
farmacéutica y alimentaria.

Materiales y métodos

Material vegetal utilizado en el estudio

Las materias primas objeto de estudio fueron las cascarillas, obte-
nidas a partir del procesamiento por via himeda de los frutos ma-
duros de tres variedades de C. arabica. Tales materiales fueron reco-
lectados entre el mes de junio de 2023 y abril de 2024 en la finca
“Don Angel”, ubicada en el cantdn Las Lajas, provincia de El Oro. Se
trabajaron las variedades Catucai rojo (CR), Catucai amarillo (CA) y
San Salvador (SS), todas hibridas de la especie C. arabica, cosecha-
das en un estado de madurez comercial.

Preparacion del material vegetal

Las cascarillas de café recolectadas fueron desecadas a una tempe-
ratura de 45 + 2 °C en una estufa (MEMMERT UF 55, Alemania), con
circulacion de aire forzado (velocidad al 100%) y trampilla abierta
(100%), por un tiempo que oscild entre 24 y 48 h. Posteriormente,
se trituraron en un procesador de alimentos (HAMMILTON BEACH)
y se tamizaron a través de una malla (HUMBOLDT) de 850 pm. Cada
materia prima fue embalada en bolsas plasticas de cierre hermético
a temperatura ambiente (25 °C) y almacenadas en un desecador.

Andlisis de la composicion quimica proximal de las
cascarillas de café

El contenido de humedad en las muestras se determiné mediante
una termobalanza digital (Ohaus, modelo MB90, USA) con fuente
de calentamiento halégena (modelo MB90). Para la determinacion
de materia inorganica se cuantificaron las cenizas totales segln el
método 942.05 establecido por la Asociacion de Quimicos Anali-
ticos Oficiales (AOAC), con algunas modificaciones [14]: las mues-
tras, pesadas en crisoles previamente tarados, fueron incineradas
por 7 h en una mufla (Nambertherm L-150 KICN) a una temperatura
de 700 °Cy pesadas en una balanza analitica (RICE LAKE).

El porcentaje de grasas totales se determind segin la metodologia
descrita por Pillco et al. [15], con algunas modificaciones: se colo-
caron 2 g de la muestra en un cartucho de papel filtro, se introdujo
en un equipo de Soxhlet y se desengrasd con 200 mL de hexano
grado HPLC (Fisher Chemical). La extraccion se realiz6 durante 4 h,
el disolvente se elimind mediante un rotoevaporador (HEIDOLPH
LABOROTA 4001 efficient) acoplado a un criostato (LAUDA/ALPHA
RA-8) y a una bomba de vacio (VACUUBRAND PC 600, Alemania).
Todas las determinaciones gravimétricas descritas se realizaron por
triplicado.

La cuantificacion de proteinas y minerales fue realizada en el labo-
ratorio NEMALAB S.A. Para proteinas se utilizo la técnica de micro
Kjeldahl y el factor de conversion de nitrégeno a proteinas 6,25;
mientras que para la determinacion de los minerales (mg/g de ma-
terial vegetal seco) se empleod el método de digestion hiimeda con
una mezcla 2:1 de acido nitrico y acido percloérico.

Preparacion de extractos y rendimiento de extraccion

Para la preparacion de los extractos se utilizé la relacion 1:8 (m/v),
segun lo reportado por Pacheco et al. [16]. Como disolvente se
empled una mezcla hidroalcohélica de etanol absoluto (PanReac
AppliChem) y agua destilada (80:20). La extraccion se efectué me-
diante sonicacion en un bafio ultrasénico (ULTRASONIC BATH 5.7
L, Fischer Scientific, 40 Hz) a una temperatura de 30 °C durante 30
min. Los extractos se filtraron con ayuda de un papel de filtro ca-
lidad analitica de 9 cm de didmetro (FILTRAK). Para el célculo del
rendimiento se considerd la relacion entre la masa inicial de la ma-
teria vegetal seca que se sometio6 al proceso de extraccion (100%) y
la masa del extracto seco (ES) obtenido. Los resultados se refieren
en porcentaje (%).
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Andlisis mediante cromatografia liquida de alta
eficacia acoplada a espectrometria de masas
(CLAE-ESI/EM)

Las disoluciones del ES de cascarilla fueron preparadas en concen-
traciones de 10 mg/mL, utilizando metanol calidad HPLC (FISHER
CHEMICAL), y fueron filtradas a través de filtros de 0,20 um. Se em-
pled la metodologia descrita por Campo-Fernandez et al. [17].

Cuantificacion de metabolitos especializados

Determinacion de fenoles totales (FT) mediante el méto-
do Folin-Ciocalteu

Para la determinacion de fenoles totales (FT) se uso el reactivo de
Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich) y la metodologia descrita por Cam-
po-Fernandez et al. [17]. Se realiz6 una curva de calibracion con aci-
do galico 10 mg/mL (Sigma Aldrich) en concentraciones de 0,1 has-
ta 0,9 mg/mL, los resultados se reportaron como mg equivalentes a
acido galico por gramos de materia vegetal seca (EAG/g). Las lecturas
se realizaron a 765 nm utilizando microceldas de plastico (BRAND
GMBH) de 1,5 mLy con la ayuda de un espectrofotometro (UV-Visi-
ble SPECTROPHOTOMETER Evolution 201 Thermo Scientific, USA).

Determinacidn de taninos totales (TT)

Para la cuantificacion de taninos totales (TT) se utilizé la metodo-
logfa descrita por Mex-Alvarez et al. [18] con algunos cambios. El
reactivo de gelatina se prepar6 mezclando 5 mL de una disolucién
acuosa de gelatina al 10% con 10 mL de disolucion de NaCl al 10%
en HCl al 1%, se agit6 la mezcla y se aford a 50 mL con agua destila-
da, se mantuvo en reposo por 30 min. Posteriormente, se mezclaron
500 pL del extracto con 500 pL del reactivo de gelatina, se incubo
por 30 min en un bafio de Mariaa 37 °Cy se centrifugd en una centri-
fuga (Table top centrifuge PLC-03) a 4500 rpm (2422 RCF) durante
10 min. Se tomaron 50 pL del sobrenadante y se realizo la deter-
minacion de FT seglin el método de Folin-Ciocalteu, antes descrito.
El contenido de TT se determiné por diferencia entre el contenido
de FT en el extracto, antes y después del tratamiento con gelatina.

Cuantificacion de cafeina mediante espectrofotometria
UV-Vis

Se realizé una curva de calibracion a partir de una disolucién meta-
noélica madre de cafeina (0,4 mg/mL). Se prepararon concentraciones
desde 1 hasta 16 pg/mL, a las cuales se le midi6 la absorbancia a una
longitud de onda de 273 nm, para ello se utilizé el espectrofotéome-
tro UV-Visible y celdas de cuarzo de 1 cm x 4 mL. Para la obten-
cion de la fraccion enriquecida con cafeina se partié del extracto
hidroalcohdlico (1:8 m/v) antes descrito. El procedimiento desarro-
llado se muestra en la figura 1.

Extracto

hidroalcohdlico
10 mL NaOH (5% en agua)

Embudo separador

30mLX3 con CHCI,

vl 3

Fase acuosa ] [ Fase orgénica

¢ s
FM: AcOEVH"

Revelado: UV 254 nm (calidad ?malibca]

cafeina (patrén)
Volumétrico
aforado (25 mL)

Dilucién

Figura 1. Procedimiento desarrollado para la cuantificacion de cafeina a partir de
extractos hidroalcohélicos de las cascarillas de café.

-
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Cuantificacion de la capacidad antioxidante

Poder antioxidante reductor de iones férricos (FRAP)

La preparacion del reactivo se realiz6 segtin la metodologia descri-
ta por Benzie et al. [19]. Se elabord una curva de calibracion con
disoluciones etandlicas (etanol absoluto PANREAC APPLICHEM
para analisis) del acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-car-
boxilico (Trolox), en concentraciones de 0,027 a 0,227 mg/mL. Para
el ensayo se mezclé 50 pL de cada uno de los estandares o de las
muestras con 1,5 mL del reactivo FRAP; se esper6 un tiempo de 5
min para hacer la lectura espectrofotométrica a 593 nm en las mi-
croceldas de 1,5 mL, para ello se utiliz6 como blanco el reactivo de
FRAP. El resultado fue expresado como la capacidad antioxidante
equivalente a Trolox (TEAC, por sus siglas en inglés) por gramo de
cascarilla (TEAC/g).

Método del 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)
La determinacion de la capacidad secuestradora del radical li-
bre DPPH se desarroll6 mediante la metodologia reportada por
Brand-Williams et al. [20], con algunas modificaciones. Para la ela-
boracion de la curva de calibracién utilizando el analogo hidrosolu-
ble de la vitamina E (Trolox), se prepararon disoluciones etanélicas
en concentraciones de 0,027 a 0,277 mg/mL. De cada una de las
diluciones del estandar se tomaron 200 pL y se mezclaron con 3,8
mL de la disolucion etandlica de DPPH (0,1 mmol/L). La lectura se
efectud a 517 nm en el espectrofotémetro, usando las microceldas
de 1,5 mL y empleando como blanco el etanol absoluto. Con los
valores de absorbancia obtenidos se calculé el porcentaje de inhibi-
cion, seglin la Ec. (1):

% DPPH = —(A“”t;‘_ Ames) 100 )

control

Donde % DPPH es el porcentaje de inhibicion del radical libre,
Acontrol €5 la absorbancia del control (DPPH 0,1 mmol/L) y Anyesta €S
la absorbancia de la muestra luego de reaccionar con la disolucién
de DPPH por 30 min y bajo condiciones de oscuridad.

El ensayo con cada una de las muestras a evaluar se desarroll6 de la
manera antes descrita. La cuantificacion de la capacidad antioxidan-
te expresada en miligramos equivalentes a Trolox por cada gramo
de cascarilla, se hizo a partir de curva de calibracion.

Andlisis estadistico

EL analisis estadistico descriptivo se realizd con el software Jamovi
version 2.5 (media, desviacion estandar y test de normalidad por la
prueba de Shapiro-Wilk). La determinacion de las posibles diferen-
cias entre las variedades para un mismo factor, se realiz6 mediante
un ANOVA (analisis Post Hoc de Tukey), previa determinacion de la
homogeneidad de varianzas mediante la prueba de Levene.

Resultados y discusion

Andlisis de la composicion quimica proximal de las
cascarillas de café

El resultado del analisis de la composicion proximal se detalla en
la tabla 1, para las tres variedades de cascarillas de café en estudio.
Cabe mencionar que la composicién quimica de las cascarillas de
café puede ser susceptible a variaciones por diversos factores, como
condiciones climaticas, variedades de la especie, entre otros [18,
19]. Como se puede apreciar, los valores de humedad residual obte-
nidos en las tres variedades de C. arabica estan dentro del rango de
referencia, que establece como limite maximo un 12% (p/p), seglin
las Normas INEN 2392 [23] para hierbas aromaticas. El proceso de
secado en materias vegetales es uno de los pasos primordiales, ya
que un exceso de agua puede propiciar el deterioro y la posterior
hidroélisis de los compuestos activos [24]. De esta manera, se ase-
gura la conservacion de los metabolitos durante su almacenamien-
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to al detener los procesos de degradacion que podrian resultar en
hidrolisis, racemizacion, oxidacion u otras alteraciones microbiol6-
gicas [25].

Con relacion al porcentaje de grasas totales en las cascarillas se ob-
tuvieron valores que oscilaron entre 2,07 y 5,22% (p/p). Todas las
muestras estan dentro del rango de resultados de otros estudios
realizados en las cascarillas de café, que oscilan entre 1,70 y 5,78%
(p/p) de grasa total [26-28]. Los porcentajes de proteinas en las
matrices analizadas muestran valores entre 7,38 y 9,13% (p/p). Es-
tos resultados también resultan similares a los referidos por otros
autores en cascarillas de C. arabica procesadas por el método hiime-
do, donde se obtuvieron valores entre 6,59y 10,23% (p/p) [25-28].

El contenido de cenizas totales es otro de los parametros que inci-
den en la calidad de una materia prima de posible consumo huma-
no, ya que valores elevados pueden indicar la presencia de materia
inorganica propia de la planta o contaminantes del suelo. Las ce-
nizas totales en las tres variedades de cascarillas de C. arabica se
encuentran por encima del limite establecido por las Normas INEN
1123 [31] para café tostado en grano o molido (5%, p/p), ya que
no existe una norma para la cascarilla de dicho fruto. Este resulta-
do podria estar relacionado con las condiciones del suelo donde se
desarrollo la especie vegetal y con la capacidad de acumulacion de
ciertos minerales en las estructuras celulares de las plantas [32].
Estudios previos en cascarilla refieren valores entre 10,19y 10,67%
(p/p) [33], los cuales resultan superiores a los mostrados en la ta-
bla 1. Tales valores elevados, aunque coinciden con investigaciones
realizadas por otros autores, insisten en la necesidad de eliminar
la presencia de metales pesados (arsénico, plomo, cadmio, etc.) en
concentraciones nocivas para el consumo humano.

Tabla 1. Analisis proximal y determinacion de minerales de las tres variedades de
C. arabica (n = 3).

Parametros (%) C.R C.A S.S
(Media £ S) (Media £ S) (Media £ S)
Humedad residual | 5,60+0,13a 5,95+0,10 a 4,83+0,16 b
Grasa total 2,07+0,20a 522+3,52b 2,09+£0,17 a
Proteinas 8,69 7,38 9,13
Cenizas totales 9,0+0,13a 6,99+0,15b 8,34 +0,02c¢c
Minerales
(mg/g de materia CR CA SS
vegetal en base seca)
N 13,90 11,80 14,60
P 1,40 1,40 1,40
K 39,80 32,40 34,90
Ca 5,10 4,80 5,60
Mg 1,60 1,90 1,50
Zn 0,01 0,01 0,01
Cu 0,01 0,01 0,01
Fe 0,14 0,12 0,10
Mn 0,04 0,06 0,03
Na 0,05 0,05 0,06

S: desviacion estandar. La cuantificacion de minerales y de proteinas no se realizo
por triplicado, razén por la que no se presenta la S.
Letras iguales dentro de una misma fila significan que no existen diferencias
estadisticamente significativas (o = 0,05).
Variedades de C. arabica: Catucai rojo (CR), Catucai amarillo (CA) y San Salvador (SS).

Considerando que minerales como el Ca, Na, Mg y P podrian tener
relevancia desde el punto de vista nutricional [34], se cuantificaron
algunos elementos inorganicos (tabla 1). Silva et al. [35] refieren
niveles similares de Cu, Mn, Zn y Na, mientras que los valores que
informaron para N, P, K, Ca, Mg fueron inferiores a los obtenidos en
esta investigacion. Puerta [36] indica que el contenido de K consti-
tuye, aproximadamente, entre el 40 y el 45% del total del peso de
las cenizas del grano de café; el S representa alrededor del 7,9%, el
Mg el 3,9%, el Pel 3,4%y el Ca el 2,1%; estos elementos suman cerca
del 60% de la masa total de las cenizas del café. Este resultado guar-
da estrecha relacion con lo obtenido en este estudio (tabla 1), en el
cual el K fue el mineral que se encontré en mayor cantidad en todas
las muestras, seguido por el N, Ca, Mg y P, lo que puede justificar los
elevados valores de cenizas totales.

Andlisis mediante cromatografia liquida de alta
eficacia acoplada a espectrometria de masas
(CLAE-ESI/EM)

La extraccion por sonicacion de las tres variedades de C. arabica
evidencié un rendimiento extractivo muy similar que oscil6 entre
20,83 y 23,76%. Los cromatogramas obtenidos para los extractos
hidroalcohdlicos de cada una de las muestras presentaron una gran
similitud, sobre todo para las variedades CR y SS, en los tiempos de
retencion donde eluyen los picos de mayor intensidad (figura 2).
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Figura 2. Cromatogramas UV de las tres variedades de la especie C. arabica: Catucai
rojo (CR), Catucai amarillo (CA) y San Salvador (SS).

El analisis de los datos de espectrometria de masas sugirio la exis-
tencia de los compuestos quimicos que se exponen en la tabla 3, los
que coinciden en todos los casos con estudios realizados por otros
autores en la planta de café [7, 34-38]. Aunque en el espectrometro
de masas se ensayaron los dos modos de ionizacion, los mejores re-
sultados para los compuestos de naturaleza fenélica se obtuvieron
en el modo ion negativo. Sin embargo, para la cafeina el modo ion
positivo resulté de mayor utilidad.

Los acidos clorogénicos son metabolitos de naturaleza fendlica que
se han identificado por diversos investigadores en el fruto de café
[7, 14, 39, 40]. Estructuralmente se definen como ésteres de acido
trans-cindmico y se caracterizan por poseer actividad antioxidante,
hipoglucemiante, antiviral, hepatoprotectora y nutracéutica, entre
otras [44]. Segun los resultados obtenidos, estos metabolitos estan
presentes en todas las muestras. Los espectros de masas para tales
compuestos muestran los iones caracteristicos del acido clorogé-
nico (acido-5-cafeoilquinico) o su isémero el acido neoclorogénico
(acido-3-cafeoilquinico) los que eluyeron a un tiempo de retencion
(TR) de 9,6 min. La presencia de uno de estos isomeros se sustenta
en los iones fragmentos (MS?), otras investigaciones refieren que en
ambos el pico base del espectro es el de m/z 191, se observa, ade-
mas, los m/z 179, 135, 161 y 173 [34, 42-43]. Adicionalmente, al
analizar el espectro UV-vis, estos presentan dos maximos de absor-
cion en 300 (hombro) y 325 nm, caracteristicos para tales isomeros,
seglin la bibliografia consultada [47]. Se debe seiialar que trabajos
realizados por otros autores informan la presencia mayoritaria del
acido-5-cafeoilquinico [48].
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Tabla 3. Compuestos identificados mediante CLAE-ESI/MS con ionizacion en modo

negativo.
TR [M-H]” MS? .
Compuesto (muestra . Referencias
puesto (muestra) | iy | (mi) | (ml2)
271,245,
Catequina/Epicatequina 68 289 227, 205, [7, 34,
(CR, SS) 203,179, 38]
161
Acido 5-feruloilquinico* 191, [34, 37,
(SS) 7.2 367 173,127 38]
Dimero de uno de los
isdbmeros del acido 7,4-7,5 707 353,191 [48]
cafeoilquinico (CR, SS)
299, 289, 7
Procyanidin B (CR, SS) 8,0 577 287,273, !
34-35]
245
Apigenina 503,473,
6,8-di-C-glucosido (CA) 82 593 383,353 [37]
Acido quinico 173,127,
(CA, CR, SS) 7,4-7,5 191 111,93, [37]
84
. L, 367, 355,
R”t'"?cﬂ'csoss)'dada 84 771 | 343,301, | [37]
! 300, 271
, . 341, 301,
SL‘I’;:’CE?:Z"(;'; 8,6 625 | 300,271, | [37]
q 255,179
. 343, 301,
Rutina (CR, SS) 9,1 609 271,179 [34, 38]
Kaempferol-3-0O-
ramnosilglucésido 9,5 593 2285?’ 22(;’ [37]
(CA, CR, SS) !
. 353,335
Ac'd°(‘jc';aze:'lsq5'"'co 9,5 515 | 255,191, | [34,38]
T 179,173
‘. S 191,179,
Acido 5-cafeoilquinico 9,6 353 173,161, (34, 36]
(CR, SS)
135
P 191,179
AC|do4(cCaF:e§|Sl)qum|co 9,8 353 173, (34, 36]
! 161,135

Variedades de C. arabica: Catucai rojo (CR), Catucai amarillo (CA) y San Salvador (SS).
TR: tiempo de retencion.
[M-H]": ion molecular desprotonado.

MS?: iones fragmentos, se resalta en negrita el pico base de espectro.
*Puede ser cualquiera de los isémeros que la bibliografia ha informado para esta
especie.

Para esta materia vegetal también se ha identificado la presencia del
acido 4-cafeoilquinico, para el cual la fragmentacion caracteristica,
seglin Weisz et al. y Gras et al. [43, 46], muestra al ion m/z 173 como
el pico base del espectro, seguido de las m/z 179 y 191. Este resul-
tado fue corroborado en este analisis para el pico que eluye aun TR

de 9,8 minen CRySS.

Segun Aerts et al. [50] la concentracion de acidos clorogénicos en el
café puede variar dependiendo de la altura donde se cosecha el café,
laintensidad luminica, incluso el grado de maduracion de la especie.
Estos acidos son solubles en agua y son responsables del sabor y de
los pigmentos que presenta el café tostado [51]. Estos metabolitos
fendlicos poseen efectos antioxidantes y anticancerigenos, por lo
que se relacionan con la prevencion de enfermedades asociadas al
estrés oxidativo [52].
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Los acidos dicafeoilquinicos, también denominados isoclorogéni-
cos, han sido encontrados en el café, en particular el 4cido 3,4-di-
cafeoilquinico, el acido 3,5-dicafeoilquinico y el acido 4,5-dica-
feoilquinico [37]. En la investigacion actual solo aprecié una seial
con un [M-H]™ en m/z 515 que podria corresponder a cualquiera de
estos isomeros, ya que todos muestran un pico base en m/z 353.
Algo similar sucede con el acido 5-feruloilquinico identificado en la
variedad SS; pudiera ser su isdmero el acido 4-feruloilquinico, tam-
bién informado para el café, los que muestran un [M-H]" en m/z 367
y el ion fragmento m/z 191 como el pico base del espectro.

Para las variedades CR y SS, el cromatograma UV muestra una se-
fial a un TR de 7,4 min, para la cual el espectro de masas arrojo el
ion dimérico [2M-H]- en m/z 707, con iones fragmentos en m/z 191
(100%) y m/z 353. Tal metabolito ha sido previamente referido por
Esquivel et al. [48] en el analisis de pulpa y piel de C. arabica. Segin
comunicacion personal del especialista, los dimeros pudieron ori-
ginarse tras el proceso de ionizacion que acontece en la fuente de
ionizacion del espectrometro de masas.

Con respecto al acido quinico, este es un metabolito que se encuen-
tra en diversas especies vegetales, incluyendo C. arabica. Segln los
resultados obtenidos, esta presente en las tres muestras de estudio
CR, CA y SS. En la investigacion de Cangeloni et al. [37] se logro
identificar tal molécula en las hojas de C. arabica, esto se constato
mediante la m/z 191 ([M-H]-), acompaiiada por los iones fragmen-
tos m/z 127,173,111y 93, hallazgo que concuerda con los resulta-
dos obtenidos en este estudio.

Con relacion a la catequina y la epicatequina, estos compuestos son
dos flavanoles epimeros, se encuentran en una amplia variedad de
alimentos de origen vegetal y resaltan por su capacidad antioxidan-
te [50, 51]. Dicho compuesto se identifico en las variedades CR y
SS, ya que se observo la m/z 289 ([M-H]-) y el pico base a m/z 245,
caracteristico de estos isdmeros [7, 34].

Otro de los compuestos identificados en las variedades CR y SS fue
el flavonoide rutina, con un [M-H]- en m/z 609 y un pico base en
m/z 301, esto se constata en la investigacion realizada por Esquivel
et al. [48]; sin embargo, solo lo detectaron en las cascaras de café
(epicarpio) y no en la pulpa. La presencia de rutina en las cascarillas
de este estudio puede deberse a que, durante el procesamiento hu-
medo del café, el subproducto que se desecha contiene cascara y
parte de la pulpa de café.

En cuanto al kaempferol-3-O-ramnosilglucdsido, su presencia se
identifica en las tres variedades de cascarilla de C. arabica. Este me-
tabolito habia sido previamente reportado por Cangeloni et al. [37],
quienes evidenciaron al ion m/z 285 como pico base en el espectro
de masas, junto con iones fragmentos de m/z 267,257 y 241, lo cual
coincide con los resultados obtenidos en el presente estudio.

Elion [M-H]" a m/z 577 y los iones fragmentos m/z 451, 425, 407,
289y 273 son representativos de las procianidinas B [34-35, 45].
En el estudio actual se observd una seiial en m/z 577 ([M-H]") para
CRy SS, que coincide con dos iones fragmentos, el de pico base de
este estudio m/z 289 y la m/z 273. Las procianidinas B son el tipo
mas predominante en la naturaleza, y entre ellas, las procianidinas
B1, B2, B3y B4 son las mas comunes. Estas procianidinas son flavo-
noides que destacan por su marcada capacidad antioxidante, siendo
capaces de neutralizar una amplia variedad de especies de radicales
libres y compuestos nitrogenados [55].

Se evidencio la presencia de apigenina 6,8-di-C-glucésido, exclu-
sivamente en la variedad CA, en el ion [M-H]™ de m/z 593; iones
fragmentos como m/z 503, 383, 353 y un pico base de m/z 473,
representativo para este compuesto [34, 53]. La apigenina es una
flavona conocida por sus propiedades antioxidantes, anticancerige-
nas y antiinflamatorias, segtin lo documentado por Liao et al. [57].
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Estudios han corroborado que ejerce un efecto inhibidor en la pro-
gresion y desarrollo de tumores, mediante un mecanismo que invo-
lucra la apoptosis en las células cancerosas [58].

Ademas, se identificaron otros metabolitos, como la rutina glico-
sidada en las variedades CR y SS y el soforésido de quercetina, que
solo se observoé en la variedad SS. La evidencia para tales compues-
tos se sustenta en el [M-H]" y sus iones fragmentos acorde a lo in-
formado en la tabla 3 [37].

La deteccion de cafeina mediante espectrometria de masas (EM)
tuvo lugar en el modo positivo. Todas las variedades presentaron
una sefal a un TR alrededor de los 10 min, que en todos los ca-
sos result6 ser la de mayor intensidad. El analisis del espectro de
masas conjuntamente con el espectro de absorciéon UV obtenido
para dicho alcaloide (figura 3) permitio sugerir la estructura de la
cafeina. Esta xantina presenta un maximo de absorcion alrededor
de 273 nm y su ion fragmento de mayor intensidad es el m/z 138
(100%) [34, 44].
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Figura 3. Espectro UV e iones fragmentos (MS2) de la sefial correspondiente a ca-
feina.

Cuantificacion de metabolitos especializados y capaci-
dad antioxidante

Todos los andlisis cuantitativos de los metabolitos especializados,
asi como de la capacidad antioxidante, se realizaron mediante cur-
vas de calibracion. El analisis de regresion lineal para cada ensayo se
presenta en la tabla 4, en la cual se constata, a través del coeficiente
de determinacion, una relacion fuerte y positiva entre las variables.
En la tabla también se presenta la ecuacion utilizada para la cuanti-
ficacién en cada caso.

Tabla 4. Ecuaciones de las curvas de calibracion utilizadas en los ensayos de cuan-
tificacion de fenoles totales (FT), cafeina y de la capacidad antioxidante equivalente
Trolox.

Ensayo Ecuacién R?

Absorbancia =
FT ., 0,9963
1,0082 X concentracion (mg/mL) - 0,0114

, Absorbancia =
Cafeina 0,0494 X concentracion (ug/mL) — 0,0391 0,9935

TEAC- Absorbancia = 09984
FRAP 4,9793 X concentracion (mg/mL) - 0,0013 !
TEAC-

DPPH %Inh = 3,6507 + 308,13 X concentracion(mg/mL) | 0,9941

FT: fenoles totales.
TEAC-DPPH: capacidad antioxidante equivalente a Trolox, utilizando el radical libre
DPPH.
TEAC-FRAP: capacidad antioxidante equivalente a Trolox, determinada mediante el
poder reductor de iones férricos.
R’: coeficiente de determinacion.
%Inh: porcentaje de ilnhibicion del radical libre DPPH.

En la tabla 5 se pueden apreciar los resultados correspondientes a
las cuantificaciones realizada en las cascarillas de café. Como pue-
de apreciarse, las cascarillas de CR y SS poseen la mayor cantidad
de FT y de TT, en comparacion con CA, valores que resultan esta-
disticamente diferentes. Los compuestos fendlicos conforman un
grupo diverso de metabolitos especializados presentes en plantas
superiores, que incluyen desde moléculas simples como los acidos
fendlicos y flavonoides, hasta polimeros mas complejos como los
taninos condensados y lignina [59]. Estos compuestos poseen pro-
piedades antioxidantes significativas al reducir la peroxidacion de
lipidos y el impacto de los radicales libres, lo que ayuda a disminuir
el riesgo de contraer diversas enfermedades [60].

Tabla 5. Cuantificacion de metabolitos especializados y de la capacidad antioxidan-
te en las tres variedades de C. arabica.

o

'GU': FT T Cafeina TEAC-DPPH | TEAC-FRAP

'E (Media£S) | (Media£S) | (MediaxS) | (MediaxS) | (Media=S)

>

CR 9,21° % 4,36 + 6,39° 13,30° 7,80° =
0,25 0,28 0,09 0,25 0,56

CA 2,30+ 0,49° + 4,83+ 0,91°+ 0,98° +
0,09 0,02 0,11 0,04 0,06

Ss 8,887+ 3,96 + 3,93+ 10,40 + 5,10°+
0,26 0,22 0,05 0,09 0,26

S: desviacion estandar.
FT: fenoles totales.
TT: taninos totales.
TEAC-DPPH: capacidad antioxidante equivalente a Trolox, utilizando el radical libre
DPPH.
TEAC-FRAP: capacidad antioxidante equivalente a Trolox, determinada mediante el
poder reductor de iones férricos.
Letras iguales dentro de una misma columna significa que no existen diferencias
estadisticamente significativas (o = 0,05).
Variedades de C. arabica: Catucai rojo (CR), Catucai amarillo (CA) y San Salvador (SS).

Segun Esquivel et al. [61], alrededor del 42,2% de los compuestos
fenolicos identificados en la pulpa de café derivan del acido clo-
rogénico, metabolitos que han demostrado tener propiedades an-
tioxidantes [44, 59]. Estos resultados cuantitativos constatan va-
lores similares a los informados por Ribeiro et al. [63] en extractos
etandlicos de cascarillas de C. arabica, recolectadas en Brasil; los
que oscilaron entre 1,71y 7,24 mg EAG/g de muestra seca. Cabe
destacar que dichas cascarillas fueron obtenidas también mediante
procesamiento himedo y las muestras fueron sometidas a condi-
ciones similares de extraccion que las del presente estudio (mezcla
de etanol y agua, 8:2). You Chen et al. [64] determinaron FT en sub-
productos de C. arabica provenientes de un proceso himedo, utili-
zando como disolvente de extraccion varias concentraciones etano-
licas (0, 50, 70 y 99,5%) y una relacion entre materia vegetal seca y
disolvente de 0,5 a 8 (m/v). Obtuvieron valores de fenoles totales de
8,65 hasta 23,16 mg EAG/g de muestra seca, lo que guarda alguna
relacion con los resultados obtenidos en la presente investigacion.
Cabe resaltar que se emple6 también una extraccion mediante ul-
trasonido a 30 °C por 15 min.

Con relacion a los taninos, estos son sustancias de caracter fenoli-
co que tienen efectos benéficos para la salud debido a que poseen
propiedades astringentes, antiinflamatorias, cicatrizantes, antioxi-
dantes y antibacterianas, entre otras. Sin embargo, en altas concen-
traciones, pueden limitar la absorcion y digestibilidad de algunos
nutrientes, como el hierroy las proteinas [65]. Entre los taninos con-
densados, las procianidinas son las que mas hansido reportadascomo
componentes de la pulpa de café tanto fresca como seca [45, 63].

Por su parte, la cafeina es un alcaloide del tipo metilxantinas, se en-
cuentra en multiples especies vegetales y se destaca como marca-
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dor quimico en las diferentes variedades de café [8]. Los valores ob-
tenidos en esta investigacion mediante espectroscopia UV-visible
oscilaron entre 3,93 y 6,39 mg/g de muestra seca y se destaca la va-
riedad CR con un nivel estadisticamente superior. Resultados simi-
lares se obtuvieron en un estudio realizado por Cangussu et al. [67]
al comparar dos muestras de cascarillas que diferian en el porcen-
taje de cascara, pulpa y pergamino, en sus resultados informan va-
lores de cafeina entre 6,18 y 6,96 mg/g de cascarilla seca. Pacheco
et al. [16] obtuvieron cantidades de cafeina superiores al someter
las cascarillas de un café boliviano a una extraccion hidroalcohéli-
ca similar, reportan valores de 8,28; 8,64 y 11,84 mg/g de muestra
seca. Las variaciones de resultados que se obtienen de un estudio a
otro pueden deberse a factores intrinsecos o extrinsecos asociados
a la especie vegetal o a la variedad objeto de estudio, también pue-
den estar relacionados no solo con el disolvente de extraccion sino,
ademas, con el método utilizado.

Dada la evidente presencia de compuestos fenélicos en las mues-
tras de cascarillas analizadas, se puede esperar una capacidad an-
tioxidante de interés para aprovechar tales residuos. Como se ob-
serva en la tabla 5, los resultados obtenidos, aunque responden a
dos mecanismos de accion diferentes, evidencian que el CR es quien
posee mayor capacidad antioxidante, seguido del SS y el CA, todos
son significativamente diferentes entre si. Segtin Naczk et al. [68],
la capacidad antioxidante de los diferentes compuestos bioactivos
que puede contener un alimento de origen vegetal puede estar re-
lacionada directamente al grado de madurez, factores genéticos y
condiciones ambientales para el cultivo de dicho recurso vegetal,
ademas del método de extraccion. Silva et al. [69] demostraron
mayor eficiencia en la extraccion por ultrasonido con una mezcla
hidroalcoholica (1:1) en cascarilla deshidratada, ya que obtuvieron
extractos con altos porcentajes de inhibicion de DPPH (84,20%),
mientras que para el método FRAP se encontré mayor eficiencia en
el extracto etanolico, con un resultado de 0,78 mg de TEAC/g de
muestra seca.

La actividad antioxidante no se debe Gnicamente a la presencia de
compuestos fendlicos, sino también a la presencia de cafeina. Este
alcaloide tiene la capacidad de inhibir la peroxidacion lipidica cau-
sada por radicales hidroxilos (-OH), peroxidos (ROO-) y oxigeno
singlete, lo que la convierte en un antioxidante potente, con una
eficacia comparable a la del glutation y superior a la del acido as-
coOrbico [70].

Para la variedad CA se debe realizar una acotacion, dado que en to-
das las cuantificaciones sus resultados han sido inferiores. Se su-
giere realizar estudios posteriores relacionados con el tratamien-
to postcosecha de la materia vegetal, ya que las cascarillas frescas
fueron almacenadas a temperatura de congelacion, a diferencia de
las restantes (CR y SS), las que se sometieron inmediatamente al
proceso de secado. Se recomienda para estudios futuros determinar
el impacto de dicho proceso de preservacion en la cuantificacion de
compuestos fendlicos y en la actividad antioxidante.

Correlacion entre la composicion quimica determinada
y la actividad antioxidante

Los analisis con DPPH y FRAP se han empleado extensamente para
evaluar las propiedades antioxidantes de los extractos de origen ve-
getal y han demostrado tener una estrecha relacion con la concen-
tracion de compuestos fenolicos, que son los que mas contribuyen
a las propiedades antioxidantes [60, 68].

Al analizar la composicion quimica (FT y TT) versus la capacidad
antioxidante, se puede apreciar que las muestras CR y SS son las
que tienen mayor diversidad y cantidad de tales moléculas espe-
cializadas y, por lo tanto, son las que tienen una mayor actividad
antioxidante en ambos mecanismos ensayados, como se observa en
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las tablas 3 y 5. En la tabla 6 se puede observar el comportamiento
de las tres variedades analizadas, seg(in el coeficiente de correlacion
de Pearson.

Tabla 6. Coeficientes de correlacion de Pearson determinados entre la composicion
quimica de caracter fendlico y la capacidad antioxidante de las tres variedades de
cascarilla de C. arabica.

FT ™ TEAC-DPPH
L 0,997*** - -
TEAC-DPPH 0,981%** 0,987*** -
TEAC-FRAP 0,929%** 0,939%** 0,980***
% p < 0,001

FT: fenoles totales.

TT: taninos totales.
TEAC-DPPH: capacidad antioxidante equivalente a Trolox, utilizando el radical libre

DPPH.
TEAC-FRAP: capacidad antioxidante equivalente a Trolox, determinada mediante el
poder reductor de iones férricos.

Los resultados muestran que existe una correlacion fuerte y positi-
va entre todos los parametros analizados, destaca que el valor mas
alto para el coeficiente de Pearson es en la relacion entre TTy FT. En
menor medida se correlacionan tales parametros con la capacidad
antioxidante determinada por el método de FRAP.

Hernandez-Moreno et al. [72] informaron que al correlacionar la
actividad antioxidante con la cuantificacién de compuestos polife-
noélicos y flavonoides, obtenida por los ensayos FRAP y DPPH, sélo
los compuestos polifendlicos mostraron una fuerte correlacion po-
sitiva (0,93) con el método capaz de reducir el complejo de iones
férricos (Fe**) a ferrosos (Fe?*).

Al apreciar la fuerte correlacion entre la capacidad antioxidante
medida por ambos métodos (0,98), se deduce que los compuestos
presentes en las cascarillas, capaces de secuestrar al radical libre
DPPH, también fueron capaces de reducir los iones férricos a fe-
rrosos; resultados analogos han sido referidos por otros autores al
evaluar la capacidad antioxidante de extractos de plantas por mé-
todos similares [73].

Debe considerarse que la determinacion de Folin-Ciocalteu es utili-
zada para compuestos fendlicos; sin embargo, la capacidad antioxi-
dante que pudiera tener un extracto no es exclusivamente atribuida
a compuestos de naturaleza fendlica [74]. No se descarta, ademas,
el hecho de que metabolitos de naturaleza quimica diferente contri-
buyan de manera sinérgica con tal efecto biolégico [75].

Conclusiones

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se considera que los
residuos de café, que se generan en cantidades nada despreciables,
podrian ser aprovechados por su contenido de micronutrientes y
metabolitos bioactivos. Dicha materia prima, debidamente proce-
sada, podria tener un interés comercial en la elaboraciéon de bebidas
o suplementos nutricionales estimulantes por la presencia de cafei-
na, y con actividad antioxidante atribuible, fundamentalmente, a los
compuestos fendlicos.
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