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RESUMEN

El café es una de las bebidas mas populares a nivel mundial, y en El Salvador, representa uno de los cultivos mas
importantes durante muchos anos, produciéndose una gran variedad de cafés especiales. En este estudio, se
realizd la actividad antioxidante por el método de captura del radical DPPH, y la cuantificacién por HPLC-PDA
de cafeina en taza, de 12 cafés especiales salvadorefios que participaron en el certamen de catacion “La Taza de
la Excelencia 2019". Se determind que las muestras presentaban un rango de 0.121-0.281 mmoles equivalentes de
Trolox (ET)/g de capacidad antioxidante. En cuanto al contenido de cafeina, reporté valores de 0.617-1.163%, tipicos
de la especie Coffea arabica.

Palabras claves: Café, El Salvador, Coffea arabica, HPLC-PDA, capacidad antioxidante, cafeina.

ABSTRACT

Coffee is one of the most popular beverages worldwide, and in El Salvador it has been one of the most important
crops for years, producing a great variety of specialty coffees. In this study, it was carried out the antioxidant activity
by the DPPH radical capture method and the quantification of caffeine in cups by HPLC-PDA, of 12 Salvadoran
specialty coffees that participated in the cupping contest “La Taza de la Excelencia 2019". It was determined that
the samples contain an antioxidant capacity in a range of 0.121-0.281 mmol Trolox equivalents (ET)/g. Regarding
caffeine content, it presented values between 0.617-1.163%, typical of the Coffea arabica species.

Keywords: Coffee, El Salvador, Coffea arabica, HPLC-PDA, caffeine, antioxidant capacity.
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INTRODUCCION

El café es originario de Etiopia, luego fue
llevado a Arabia, India, Holanda, los cuales
importaron vy “Cafeto” a
Amsterdam, Paris, Londres, desde donde pasd
a Brasil, Centroamérica y otros Paises (Vega et
al., 2014). Ahora, el café es una de las bebidas
mas populares y consumidas a nivel mundial
(Donfrancesco et al., 2014; Wichmann, 2009).
La Organizacidon Internacional del Café (ICO)
reporté en noviembre de 2020 un total de
exportaciones cercanas a 10.15 millones de
sacos (60 kg/saco) y el precio indicativo por
libra de café en el mes de enero de 2021 fue de
15.73 centavos estadounidenses (International
Coffee Organization [ICO], 2020). En El Salvador,
en el afo 2019/2020 se reporta una produccién
de café de 740,100 quintales de café oro uva,
siendo este cultivo uno de los mas importantes
en el pais (Consejo Salvadorefio del Café [CSC],
2021).

aclimataron el

También, en el pais los cafés especiales han
despertado mucho interés, debido a que son
mejor valorados en mercados internacionales.
Esto esta ligado al contenido de numerosos
compuestos quimicos de
café, los cuales le confieren caracteristicas

interés en el
organolépticas y efectos beneficiosos para la
salud, debido a su alto contenido en polifenoles
y capacidad antioxidante (ICO, 2020; Patil,
2012). De hecho, el café se considera una
fuente importante de antioxidantes, asi como
en estudios realizados en Noruega y Japén
se demostré que el café aporta mas del 50%
del total de consumo diario de antioxidantes
(Jiménez et al, 2012). Ademas,
cantidades considerables de cafeina, siendo

contiene

estaunadelassustancias masconocidadel café
(Wichmann, 2009). La cafeina es un alcaloide
de la familia de las metilxantinas, la cual actla
receptores de
adenosina localizados en el cerebro y produce

fundamentalmente en los

una activacion del sistema nervioso central
(Wichmann, 2009; Mumin et al., 2006).

Laactividadantioxidanteylacantidaddecafeina
presentes en el café han adquirido mucha
importancia en la industria farmacéutica y de
alimentos; esta Ultima como ingrediente en la
elaboracién de refrescos y bebidas energéticas
o por sus efectos farmacolégicos (estimulante
del sistema nervioso central,
fatiga, mejora la concentraciéon, etc.) en una
concentracién cercana a 200 mg, por ende,
su cuantificacion es de suma importancia
(Patil, 2012; Gallignani et al,, 2008). La presente
investigacion fue llevada a cabo con el objetivo
de determinar la actividad antioxidante por el
método DPPH (2,2'-difenil-1-picrilhidracilo), y
la cuantificacién de cafeina por Cromatografia
Liguida de Alta Eficiencia con detector de
arreglo de diodos (HPLC-PDA, siglas en inglés)
presentes en 12 muestras de café especiales
gue participaron en el certamen “La Taza
de Excelencia 2019". Siendo este el primer
estudio de este tipo que se realiza en los cafés
especiales en El Salvador.

disminuir la

METODOLOGIA

Reactivos y solventes

Los solventes utilizados, Metanol (grado HPLC),
agua (ultra pura, conductividad 0.05 us) fueron
adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA); cada uno de ellos fue desgasificado en
un bano ultrasonido VWR (Modelo 97043-988)
a temperatura ambiente (25°C) y pasados a
través de un filtro de membrana de 0.45 um. El
estandar de referencia de cafeina fue adquirido
en Sigma-Aldrich (CAS: 58-08-2).

Obtencién de las muestras y
determinacién de humedad

Doce muestras de cafés especiales (Coffea
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arabica) de granos verdes recién tostados de
(Pacamara, Bourbon,
Kenya y Bernardina), fueron obtenidas del
CONCUrso
y procedentes de fincas cafetaleras de las
Cordilleras  Apaneca-llamatepec, Tecapa-
Chinameca y Alotepec-Metapan de El Salvador
(CSC, 2019; Alliance for
[ACE], 2019). A estas muestras se les asigno
el mismo cdédigo del lugar obtenido en el
concurso de catacidn. A estos cafés especiales
se les determind el porcentaje de humedad
de acuerdo a la AOAC (Tabla 1) (Association of
Official Analytical Chemists [AOAC], 2005).

diferentes variedades

“La Taza de la Excelencia 2019",

Coffee Excellence

Preparacion de infusion de Café

Se colocaron 12.5 g de las muestras tostadas y
molidas con 225 mL de agua ultra pura a 94.4°C
por 5 minutos, equivalente a una relacién de
0.055 g/ mL (Specialty Coffe Association [SCA],
2021), se filtra a través de papel Whatman N 91
y se concentra a sequedad en el Genevac EZ2-
plus a 40°C. Los residuos son almacenados
en desecador hasta peso constante, para su
posterior analisis de su capacidad antioxidante
y cuantificacion de cafeina.

Determinacion de la actividad

antioxidante por método DPPH

La solucion stock se prepard por dilucion
del para obtener una
concentracion de operacién de 5 mM. Se diluyé
la solucidn anterior con etanol hasta llegar a la
concentracién de trabajo 50 uM en un volumen
final de 30 mL. Se realizaron las lecturas a
una longitud de onda de 515 nm, con un
espectrofotdmetro UV-Vis, modelo GENESYS
10S UV-Vis, este expresd los resultados en
milimoles Equivalentes de Trolox por taza
de bebida de café (12.5g/225 mL). Se hizo un
analisis por triplicado a tres soluciones de cada
muestra (Rivas et al., 2020).

DPPH en metanol

Cuantificacion de Cafeina por HPLC-PDA

La cuantificacion de cafeina se llevd a cabo
por medio de HPLC-PDA, a través de un
Cromatégrafo Ultimate 3000 marca Dionex
(Thermo Scientific, El Salvador), equipado
con un detector de arreglo de diodos
(DAD3400SD), Bomba cuaternaria, un sistema
de automuestreador, columna Hypersil GOLD
(150mm x 4.6 mm, 5 pm), control termostatico
a 30°C. El Volumen de inyeccion fue de 10uL.
Los solventes utilizados fueron Agua ultra pura
(Solvente A) y Metanol (solvente B). La longitud
de onda de adquisicion de PDA se establecié
en el rango de 200-400 nm, el canal de salida
analégica A, a una longitud de onda de 274 nm.
Se realizd una elucioén isocratica durante todo
el analisisa1mL/min con 60 % de Ay 40 % de B.
Todaslassoluciones preparadasfueron pasadas
por un filtro de membrana de 0.45 um y la fase
movil fue desgasificada antes de la inyeccidn
en el HPLC. Cada muestra fue analizada por
triplicado. El método fue validado de acuerdo
a los lineamientos dictados por la Conferencia
sobre Armonizacion Q2 (RI)
(International Conference on Harmonisation
[ICH], 2005). Los parametros tomados en cuenta
fueron: linealidad, selectividad, repetibilidad,
precision intermedia, exactitud y precision.

Internacional

RESULTADOS Y DISCUSION

Las infusiones de café fueron preparadas y
sometidas a un analisis sensorial con catadores
certificados (Tabla 1). Todo esto de acuerdo a
los procedimientos propios del concurso de
la “Taza de la excelencia 2019" de El Salvador y
estandares de calidad establecidos por SCAA
(CSC, 2021; Specialty Coffee Association of
America [SCCA], 2021). Una vez estas fueron
llevados a sequedad, se obtuvo un rendimiento
de extraccion que oscild entre el 13 al 21 % de
extracto seco:café tostado y molido.
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Tabla1

Datos de las muestras analizadas de cafés especiales de El Salvador.

Puntaje Cdlla/ %
Cédigo  obtenido Altura Departamento Beneficiado  Variedad humedad
(0-100) (msnm) M + SD*
1 90.57 A-M /1550 Chalatenango Honey Pacamara 2.81+0.01
2 90.37 T-C /1400 Usulutan Lavado Bourbon 2.40 £ 0.06
3 89.93 A-1/1200 Santa Ana Honey Bernardina 224 + 0.06
4 89.93 A-M /1600  Chalatenango Lavado Pacamara 2.56 +0.10
6 89.07 A-1/1200 Santa Ana Natural Pacamara  3.07 £ 0.04
7 88.94 A-M /1500  Chalatenango Natural Pacamara 2.67 + 0.01
9 88.59 T-C /1425 Usulutan Honey Pacamara 278 + 0.03
n 88.01 A-1/1900 Sonsonate Lavado Kenya 2.43 +0.02
14 87.81 A-1/1400 Santa Ana Semi Lavado Kenya 3.29+0.09
15 87.59 A-1/900 Santa Ana Honey Bourbon 5 20+ 0.04
anaranjado
19 87.37 A-1/900 Ahuachapan Natural Pacamara 2.71+ 0.06
23 87.18 A-1/1800 Santa Ana Lavado Bourbon 242 +0.01
*n=3.

Cdlla= Cordillera: Apaneca-llamatepec (A-l), Tecapa-Chinameca (T-C), Alotepec-Metapan (A-M).

Actividad antioxidante de las infusiones
de cafés especiales

En este estudio se determinaron los valores de
la captacion de radical DPPH en los extractos
secos provenientes de las infusiones de cafés
(Tabla 2 y Figura 1). De acuerdo a los resultados
obtenidos, el rango encontrado de milimoles
equivalentes de trolox fue de entre 0.121-0.281
por gramo de café, las muestras con mayor
capacidad antioxidante son las muestras 6
(variedad Pacamara; natural;
Departamento de Santa Ana), 4 (variedad
Pacamara; beneficiado lavado; Departamento
de Chalatenango), 1 (variedad Pacamara;
beneficiado honey; Departamento de Santa
Ana) y 2 (variedad Bourbon;

beneficiado

beneficiado

lavado; Departamento de Usulutan), con
valores de 0.281, 0.251, 0.230 y 0.212 mmoles
ET/g, respectivamente.

En un estudio realizado en Panama a 34
muestras de cafés comerciales (Vega et
al.,, 2017), determinaron que el rango de la
capacidad antioxidante de estas muestras
fue de 0.11-0.20 mmoles ET/g; al igual que en
un estudio realizado en Norte de Santander
(Colombia), donde 12 muestras comerciales
de café presentaron valores en el rango de
0.224-0.245 mmoles ET/g (Fonseca-Garcia et
al,, 2014). Todos estos resultados son similares
a los presentados en este primer estudio de
capacidad antioxidante de cafés especiales de
El Salvador; dicha informacién es importante
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Tabla 2

Actividad antioxidante encontrada por el método DPPH.

.. Actividad .. Actividad
Actividad .. Actividad ..
.. antioxidante .. antioxidante
. antioxidante (mmoles ET/225 o antioxidante (mmoles ET/225
Codigo (mmoles ET/g)? Codigo (mmoles ET/g)?
mL) mL)
M *SD M *SD M *SD M *SD
1 0.230 + 0.013 2.87 £ 0.09 9 0.121 £ 0.013 1.52 £ 0.10
2 0.212 £ 0.022 265+ 017 n 0.185 + 0.006 2.31 £ 0.07
3 0.173 £ 0.010 217 £ 014 14 0.128 £ 0.009 1.60 £ 0.08
4 0.251 £ 0.019 313+ 0.25 15 0.178 + 0.006 2.23+£0.07
6 0.281 £ 0.008 352 +0.05 19 0.183 + 0.008 2.29 £+ 011
7 0.193 £ 0.017 2.41+0.20 23 0.156 = 0.005 1.96 + 0.07

aLos valores son expresados en base seca.

Los valores representan la media aritmética + desviacidn estandar (n=9).

para valorar aun mas el café de El Salvador
en los mercados nacionales e internacionales;
ya que, la bebida de café, es un alimento
funcional y nutracéutico que posee diversas
bioactividades, tales como, antioxidante,
anticarcinogénica y antimutagénica (Naranjo
et al, 2011; Saura-Calixto y Goni, 2011). Algunas

Figura1

de estas actividades biolégicas son atribuidas
a diferentes tipos de compuestos, en especial,
a los alcaloides, &cidos
(dcido caféico, ferulico,

y clorogénico),

hidroxicinamicos
elagico cumarico
polifenoles y compuestos
aromaticos derivados del dcido shikimico, entre
otros (Naranjo et al., 2011; Mufoz et al., 2020).

Capacidad antioxidante por el método DPPH de las 12 muestras de cafés especiales en milimoles ET/g de café.

Capacidad antioxidante

4 6

7

9 11 14 15 19 23

Muestras de cafés especiales
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Cuantificacion de Cafeina por HPLC-PDA

Se determind el contenido de cafeina en
muestras de cafés especiales, las cuales
presentaron valores entre 6.17-11.63 mg/g de
café (0.617-1.163%), o expresado en taza de café,
72.20-137.34 mg/taza (tabla 3 y figura 2). El
contenido mas bajo de cafeina correspondié
a la variedad Kenya (beneficiado semi
lavado; Departamento de Santa Ana, 14) por
el contrario, el valor mas alto a la variedad
Pacamara (beneficiado honey; Departamento
de Chalatenango, 1). El rango de cafeina
determinado en las muestras, concuerda con
los valores tipicos de este alcaloide presente
en la especie de Coffea arabica, generalmente
comprendidos entre 0.6-1.2% (Yashin et al,

Tabla 3

2017). Por otra parte, el Reglamento Técnico
Salvadoreno exige un minimo de cafeina de
0.4% en café sin descafeinar, por lo que todas las
muestras analizadas se encuentran en rangos
aceptables (Reglamento Técnico Salvadorefo
[RTS], 2020). El contenido de cafeina en las
bebidas de café es de suma importancia a nivel
mundial por su influencia en el sabor, ya que,
contribuye a la acidez, astringencia y al sabor
amargo (Arai et al,, 2015).

El contenido de cafeina no solo es importante
desde el punto de vista farmacoldgico y
sensorial, sino también, desde el punto de
vista toxicoldgico, ya que, se ha determinado
gue el consumo de esta sustancia en exceso
puede ser dafino para la salud, y causar:
palpitaciones cardiacas, malestar estomacal,

Cantidad de cafeina determinada en Cafés de El Salvador por HPLC-DAD.

Cafeina Cafeina Cafeina Cafeina
o, 1 o, 1
% Cafe|r'|a en café portaza % Cafelr'ra en café portaza
5di en café tostado 5di en café tostado
C6digo . ctado > (mg/225 Cédigo tostado 2 (mg/225
(mg/g) ° mL) (mg/g) ® mL)
M *SD M *SD M%*SD M *SD M%*SD M *SD
1 1163 + 11.63 +0.11 137.34 + 9 0.937 + 9.37 + 110.67 £
0.011 1.35 0.005 0.05 0.55
2 0.901 + 901+ 107.29 + n 0.804 + 8.04 + 9573 +
0.037 0.37 4.38 0.005 0.05 0.62
3 0.683 + 6.83 + 8158 + 14 0.617 6.17 + 7220 %
0.008 0.08 0.91 0.005 0.05 0.0l
4 0.963 + 9.63 + 114.29 + 15 0.686 * 6.86 * 81.20 +
0.010 0.10 113 0.006 0.06 0.66
6 1.026 + 10.26 * 120.56 + 19 0.822 + 822+ 9722 *
0.006 0.06 0.67 0.006 0.05 0.57
7 0.927 + 927 + 109.74 + 23 0.663 * 6.63 + 7895 £
0.009 0.09 1.04 0.005 0.05 0.58

2 Los valores son expresados en base seca.

Los valores representan la media aritmética + desviacion estandar (n=3).
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manos temblorosas, inquietud, disminucién
de la memoria y dificultad para dormir; y si
es consumida por arriba de 500 mg en una
sola bebida causa envenenamiento (Fajara
y Susanti, 2017). Ademads, la Administraciéon
de Alimentos y Medicamentos (FDA, 2018),
establece un consumo seguro de cafeina por

Figura 2

Contenido de Cafeina en mg por gramo de café.

debajo de 400 mg para una persona adulta,
dependiendo del grado de tolerancia de cada
individuo. Basado en estos datos, una persona
adulta pudiera ingerir 3 tazas de café, como
se prepararon en este estudio, sin presentar
efectos adversos relacionados al consumo de
cafeina.

Contenido de Cafeina

= = =
o N =~
]

Cafeina mg/g de Café
H

1 2 3 4 6

7

9 11 14 15 19 23

Muestras de cafés especiales

Validacién del método

El' método utilizado para determinar Ia
concentracién de cafeina fue validado para
verificar que su realizaciéon y rendimiento
cumpliera con los requerimientos de rutina
para la cuantificaciéon de cafeina en extractos

secos provenientes de infusiones de café.

La linealidad fue evaluada construyendo
una curva de calibracién con un estandar de
cafeina en el rango de 5-100 pg/mL. Al realizar
la regresion lineal graficando el area de la
respuesta del analito se obtuvo la siguiente
ecuacién de larecta Y = 0.4834X + 0.0439 y un
coeficiente de correlacion de 0.99998 (figura 3).
En cuanto a la selectividad del método, no se
encontraron posibles interferencias con el pico
de la cafeina a un tiempo de retencién de 2.640

minutos a 274 nm en el cromatograma.

Repetibilidad,
exactitud

precision intermedia y
Al analizar las soluciones control en un mismo
dia se obtuvieron coeficientes de variacion
(CV) menores al 1.85% (n=3 en cada nivel) lo
gue muestra una buena repetibilidad, al igual
gue en la precisidon intermedia en la que se
analizaron las soluciones control en diferentes
dias se obtuvieron CV menores de 1.02% (n=3
en cada nivel). La exactitud del método se pudo
comprobar por medio de la adicidon de estandar
de Cafeina a una muestra de concentraciéon
conocida y se obtuvieron porcentajes de
recobro de 98.76-99.99% (tabla 4).

Limite de deteccion y cuantificacién

Una vez realizado los calculos de regresion
lineal se obtuvo la siguiente ecuacién Y =
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0.4834X + 0.0439 en la que se determind que
la desviacion del intercepto fue de 0.16521
encontrando asi los valores que se presentan

Tabla 4

Resultados de los pardmetros de validacion

a continuacién para el limite de deteccién y
cuantificacion de este método (tabla 4).

Repetibilidad ~ Precision
intermedia Exactitud
.o (n=3) _
Concentracién (n=3)
- LD LC
(ng/mL) Nivel de %
SD cv SD cv adicion Recobro
(ug/mL) (n=3)
9999 +
25 0.46 1.85 026 102 25
1.08
. 98.90 +
Cafeina 50 0.68 1.35 032 0.63 50 - 86 113 3.42
98.76 *
75 0.97 1.29 0.74 099 75 0.6]

SD: Desviacion estandar, CV: Coeficiente de variacidon, LD: Limite de deteccioén, LC: Limite de cuantificacion.

CONCLUSIONES

Las capacidades antioxidantes de los cafés de E|
Salvador variaron entre 0.121-0.281 mmoles ET/g,
lo que representa una cantidad importante,
ademasdeconsiderarsecomounabebidasocial,
es una fuente de antioxidantes beneficiosos
para la salud. En cuanto al contenido de
cafeina, todas las muestras presentaron valores
entre 0.617-1.163%, encontrandose dentro de los
valores permitidos por el Reglamento Técnico
Salvadorefio (mayor al 0.4% en base seca) y los
valores tipicos que presenta la especie Coffea
arabica.
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