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RESUMEN

GUERRERO A., G.; SUAREZ, M.; MORENO R., G. Derivados hidroxicinamicos para la
discriminacién de genotipos de café. Cenicafé 54(3):234-241.2003

Se determiné lacomposicién de derivados hidroxicindmicos de lafraccién etandlicadel caféverdeen
10 genotipos. Laidentificacion delos constituyentes se realiz6 mediante cromatografialiquidade alta
eficiencia y técnicas espectroscopicas, encontrandose diferencias cuantitativas y cualitativas que
permitieron discriminar los genotipos. Los derivados hidroxicinamicos con mayor discriminacion
fueron: el acido 4'-O-[b-D-6""-O-(trans-cumaril) glucopiranosil]-5-p-cis-cumarilquinico, identificado
por primeravez en este trabajo, el cual se encontré en lavariedad Tipica pero no en Caturra; el &cido
3,4-cafeilferuloilquinico, presente en lasintroducciones 832 y 2252 del Hibrido de Timor, pero no en
1a1343; el &cido 4,5-cafeilferuloilquinico, que no se detect6 en las variedades deC. arabica, pero si en
el resto de genotipos; el acido 4-feruloilquinico, el cual se encontré en todos |os material es excepto en
las introducciones deC. canephora, y un glucésido del acido dicafeil quinico identificado solamente en
las introducciones de esta Ultima especie. Se realizd la comparacion de estos compuestos en todos |os
genotipos, por andlisis estadistico multivariado. El andlisis de componentes principal es discrimind los
cafés de C. canephora de |los otros genotipos estudiados, las introducciones BP 46 y Centro 1 de la
introduccion BP4 de C. canephora asi como lavariedad Tipica de lavariedad Caturra.

Palabr as claves: Rubiaceae, Coffea arabica, variedad Colombia, derivadoshidroxicindmicos, andlisis
multivariado, cromatografia; cromatografia liquida de alta eficiencia.

ABSTRACT

Hydroxycinnamic derivatives composition of the ethanolic fraction from green coffee beansin ten
genotypes was determined. The constituent identification was carried out by high performance liquid
chromatography and spectroscopy techniques. Quantitative and qualitative differences, which allowed
discriminating among genotypes, were found. The hydroxycinnamic derivatives with highest
discrimination were: 4'-O-[b-D-6""-O-(trans-coumaroy!) glucopyranosil]-5-p-cis-coumaroylquinic
acid, identified for the first timein this work. It was found in the Tipica variety but not in Caturra.
The 3,4-caffeoylferuloylquinicacid wasfound in accessions 832 and 2252 of Hibrido de Timor, but not
so in accession 1343; 4,5-caffeoylferuloylquinic acid was not detected in C. arabica varieties, but it
was found in all the other genotypes. 4-feruloylquinic acid was present in all materials except in C.
canephora accessions, and a dicaffeoylquinic glucoside was identified only in this last species.
Additionally, the chromatographic profile comparisons were done with multivariate analysis using
guantitative data. The analysis of main components discriminated C. canephora from the other
genotypesstudied, the BP46 and Centro 1 accessionsfromthe BP4 accession of C. canephoraand Tipica
variety from Caturra variety.

Keywords: Coffea; variedad Colombia; hydroxycinnamic derivatives, multivariate analysis; high
performance liquid chromatography; Rubiaceae
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L os acidos hi droxicindmicos se encuentran
en €l grano de café verde, principa mente como
ésteresdel acido quinico (acidos clorogénicos),
en forma libre y/o glicosidada (10, 11). El
contenido de &cidos clorogénicos hasido usado
como un posible criterio taxondmico en los
géneros Coffea y Psilanthus (6), en especies
silvestres de la region Guineo-Congolés (2),
en poblaciones silvestres de Madagascar, en
aquellos en los cuales se establecieron dife-
renciasinter eintraespecificas (10) y en cafés
de diferentes origenes geogréficos y calida-
des, para valorar la contribucion de estos
compuestos como marcadores, deacuerdo con
la clasificacion botanica (1, 3). En algunos de
los dltimos estudios se ha utilizado
cromatografialiquidadealtaeficiencia(CLAE),
y andlisis multivariado.

L a presente investigacion tuvo como pro-
pésito, de unaparte, explorar la posibilidad de
discriminar genotipos de café mediante el
andlisis de derivados hidroxicinamicos, com-
parando susperfiles cromatograficospor medio
de técnicas de andlisis multivariado y estable-
ciendo los principales compuestos discrimi-
nantes, y de otra, ampliar lainformacién sobre
la composicién del café verde de la variedad
Colombiay de otros genotiposde café deinterés
parael Programade Mg oramiento Genético de
Cenicafé.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se usaron granos de café
verde delos siguientes genotipos: @) variedad
Colombia (generacién avanzada del cruce de
C. arabicavariedad CaturraX Hibridode Timor),
b) primerageneracion deeste cruzamiento, (F,;,
¢) variedades de C. arabica Tipicay Caturra,
d) introducciones 1343, 832y 2252 del Hibrido
de Timor, un hibrido natural entre C. arabica
y C. canephora y €) tres introducciones de
C. canephora: BP4, BP46 y Centro 1. Estos
materialeshacen partedel banco de germoplasma

de Cenicafé localizado en la Sede Principal en
Chinching, Caldas, Colombia(4). Losfrutosse
procesaron en postcosecha (beneficio) en
idénticas condiciones. Las semillas se secaron
al sol y fueron molidas en presencia de nitré-
geno liquido.

Métodos. Los derivados hidroxicindmicos de
cada genotipo fueron extraidos de las mues-
tras usando etanol al 80%, siguiendo el mé-
todo propuesto por Rakotomalala (10), pero
con las siguientes modificaciones: la cafeina
fue extraida con cloroformo del extracto acuo-
so antes de la extraccion con acetato de etilo;
el extracto de acetato de etilo se llevé a
sequedad en una corriente de nitrégeno y el
residuo se disolvié en 50mL de metanol para
el andlisispor CLAE (&cidos hidroxicinamicos).

La fraccion acuosa residual se conservé
parasu posterior andlisis. Cadafraccion acuo-
sa se pasO a través de una columna XAD
previamente acondicionada y se lavé con 1L
de agua destilada. Los derivados
hidroxicinamicos glicosi dados se eluyeron con
500mL de metanol y el eluido se concentré
hasta sequedad al vacio y liofilizacion,
obteniéndose en promedio 16mg de glicosidos
crudos para el andlisis por CLAE.

Para el andlisis cromatogréfico se utilizd un
sistemade CLAE marcaWaters constituido por
unabombamodelo 600, detector de arreglos de
diodos Waters 996, inyector Reodine modelo
7725 con loop fijo de 5L, precolumna RP-18
y unacolumnaRP-18 Novapack (300mmx 3,9mm.,
4m). Los solventes de elucion fueron: acido
formico al 0,5% en acetonitrilo a 6% (A); &cido
formico al 0,5% en acetonitrilo a 34% (B). Las
muestras y |os estandares se analizaron atem-
peratura ambiente (25°C) mediante €l siguiente
programa de elucion: 0% A a 100% A en 42
minutos con gradiente lineal y luego isocrético
100% A hasta los 47 minutos. Flujo de 0,9nL
min-t. Ladeteccion sellevé acabo en un rango
de longitud de onda entre 220-340nm.
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La cuantificacion de cada compuesto se
hizo empleando el método del estandar exter-
no, integrando el &rea de cada pico del
cromatogramay relacionandolacon ladel &cido
5-cafeilquinico estandar ( Ac.5-CQ). La curva
de calibracion se construy6 con cinco puntos
del &cido 5-cafeilquinico: 0,05; 0,10; 0,25; 0,50
y 0,75 mgmL?. Las determinaciones se rea-
lizaron por triplicado paracadagenotipo. Todos
los compuestos cuantificados mostraron un
espectro ultravioleta caracteristico de deriva-
dos hidroxicinamicos.

La identificacion de cada compuesto se
realiz6 por comparacion de tiempos de reten-
cion relativos a acido 5- cafeilquinico y los
principal es isdmeros fueron identificados por
cromatografialiquidaacopladaaespectrometria
de masas (CLAE-EM) (6, 7).

La separacion e identificacion de algunos
derivados hidroxicinamicos discriminantes
desconocidos se realizé por cromatografia li-
quida semipreparativa y mediante diferentes
técnicas espectroscoépicas (7, 8, 9).

Analisis estadistico. Las pruebas de ana-
lisis multivariado se emplearon parareadlizar la
comparacion de los perfiles cromatogréaficos,
usando los picos como variables y evaluan-
dolos con base en sus concentraciones. Las
pruebas usadasfueron: anélisisde componen-
tes principales (ACP), andlisis factorial de
correspondencias (AFC), clasificacion ascen-
dente jerérquica (CAJ) y analisis factorial
discriminante (AFD). Los andlisis se realiza-
ron mediante el uso de los programas SAS
y STAT-ITCF.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudio se encontraron diferencias
significativas entre los perfiles de derivados
hidroxicinamicos, que hicieron posible la dis-
criminacién de los genotipos analizados. Los
cromatogramas de | os &ci dos hi droxicinémicos
extraidos de la fraccién en acetato de etilo (C)
(Figura 1) y de los derivados glicosidicos
obtenidos de lafraccién acuosa (G) (Figura2),
ilustran las diferencias entre los genotipos
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Figura 2.
Separacion por CLAE delos
compuestos glicosidicos de la
fraccion acuosa del grano de
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Tipica(A) y C. canephora BP4 (B), queresul-
taron ser las mas sobresalientes.

Los valores cuantificados de cada com-
puesto en cada uno de los genotipos se in-
cluyeron en una matriz con €l fin de redlizar
el andlisis multivariado. EI ACP resumio los
datos del total de picos separados en cinco
componentes 0 ejes que representan el 88%
de lavariacion total (7, 9). El e 1, discrimind
las muestras principalmente con base en los
contenidos de derivados hidroxicinamicos de
lafraccion de acetato de etilo mientras que los
compuestos glicosidicos tuvieron unapartici-
pacion importante en la construccion del gje
2, apesar de su baja concentracion con rela-
cion al contenido total de derivados
hidroxicinamicos (1,0 a 4,0%).

El eje 1, separd las introducciones de C.
canephora del resto de genotipos mientras
que €l gje 2 mostré una clara separacion entre
la variedad Tipicay los demas cafés (Figura

3). La clasificacion ascendente jerarquica
conformé cuatro grupos con losgenotipos. La
agrupacion fue confirmada por medio de un
andlisis factorial discriminante, el cual indicé
que los genotipos fueron clasificados correc-
tamente en el 100% de los casos. La caracte-
rizacion de los grupos formados se realizd con
base en los contenidos de |los derivados
hidroxicinamicos. En la Figura 4, se represen-
tan los promedios de |los valores destacando-
se las claras diferencias existentes entre los
grupos. En el grupo |, conformado por lastres
introducciones del Hibrido de Timor estudia-
das, la variedad Caturra de C. arabica, la
variedad Colombiay lageneracion F1 deCaturra
x Hibrido de Timor, se encontraron los mas
bajos contenidos, tanto de 4&cidos
hidroxicinamicoscomo deglicdsidos. El grupo
I, que contiene las introducciones Centro 1
y BP46, de C. canephora, present6 los mas
altos contenidos de acidos hidroxicinamicos,
principalmente de C15 a C22 (acidos di-
cafeilquinicos y cafeilferuloilquinicos) y altos
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Figura 4. Representacion de los contenidos promedio en derivados hidroxicinamicos de los grupos
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contenidos de compuestos glicosidicos. El
grupo 111, a cual solamente pertenece la va-
riedad Tipica, deC. arabica, secaracterizé por
un contenido intermedio de &cidos
hidroxicinamicos, enriquecido particularmente
en los &cidos C1, a C10 (acidos cafeilquinicos
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y feruloilquinicos) y un bajo contenido de
compuestosglicosidicos. Finalmente, el grupo
IV, formado solo por &l genotipo deC. canephora
BP4, tuvo un bajo contenido de &cidos
hidroxicindmicos, pero el mayor contenido en
compuestos de la fraccion glicosidica




L os &cidos hidroxicindmicos identificados
en cada genotipo se presentan en la Tabla 1.
Analizando los compuestos por grupos de
isdbmeros se observa que en el rango corres-
pondiente a los &cidos cafeilferuloilquinicos
(CFQ), (trr 2,03 a2,57, segiin Clifford), seiden-
tificaron los acidos 3,4-CFQy 4,5-CFQ. Los
contenidos mas altos de estos dos acidos los
presentaron las introducciones de C.
canephora, mientras que en los demas
genotipos se encontraron en concentraciones
muy bajas o no se detectaron; el compuesto
mayoritario dentro de este grupo de isémeros
fue e &cido 4,5-CFQ.

En el grupo delos &cidos di-cafeil quinicos
(di-CQ) (trr 1,.73 a 1,92), se identificaron los
acidos 3,4-diCQ, 35-diCQy 4,5-diCQ, pre-
sentes en todos los genotipos; el acido 3,5-
diCQ fue el mayoritario en este grupo 'y sus
contenidos mas altos correspondieron a las
introducciones de la especie C. canephora
BP46 y Centro 1.

En el grupo de los acidos feruloilquinicos
(FQ) (trr 1,26 a1,44) seidentificaron los &cidos

5-FQ Yy 4-FQ. El compuesto mayoritario fue el
acido 5-FQ, el cual se encontr6 en todos los
genotiposy las concentraciones més altas de
este compuesto las presentaron las introduc-
ciones BP46 y Centro 1 de C. canephora.

Finalmente, en el grupo de los acidos
cafeilquinicos (CQ) (trr 0,72 a 1,13) solamente
seidentifico el &cido 5-CQ, que esel compues-
to mayoritario en todos los cafés estudiados,
con un contenido que vario entre 45% y 75%
de los acidos fendlicos totales; el compuesto
detrr 1.13, no se encontrd en las introduccio-
nesBP46y Centro 1 deC. canephora, mientras
gue en la introduccién BP4 su concentracion
fue la mayor.

La presencia, 0 ausencia, de algunos com-
puestos abre la posibilidad de empl earlos como
discriminantes en determinados casos. En este
sentido, el isdmero 4,5-CFQ, presente en la
mayoria de materiales, a excepcion de las
variedadesCaturray Tipica, serviriaparaseparar
estas variedades del resto de genotipos. Su
presencia en la variedad Colombiay en la F1
de Caturra x Hibrido de Timor, sugiere que el

Tabla 1. Identificacion y cuantificacion delos derivados de acidos hidroxicinamicos (AH) de cada genotipo de
café, por comparacion delostiemposderetencion relativosal acido 5-cafeil quinico reportados por Clifford (5),

(1g /g en base seca).
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compuesto proviene delaespecieC.canephora,
a través del progenitor Hibrido de Timor.

A su vez, las variedades Tipicay Caturra
podrian diferenciarse entre si por medio del
acido 3,4-CFQ y del compuesto con trr 1.44,
identificado en este estudio por primera vez
como €l &acido 4'-O-[b-D-6'"-O-(trans-cumaril)
glucopiranosil]-5-p-ci s-cumarilquinico, presen-
tes en la primera variedad pero no detectados
en la segunda. De igual forma, el &cido 4-FQ
podria emplearse para diferenciar los materia-
les de C. canephora del resto de genotipos,
ya que no se detectd en ninguna de las tres
introducciones de esta especie.

Las introducciones del Hibrido de Timor
832 y 2252, presentan la misma composicion
en &cidos hidroxicinamicos, pero difieren dela
introduccién 1343 en los compuestos 3,4-CFQ,
ausente en laintroduccién 1343y el compues-
to con trr 2.13 no identificado, presente sola-
menteen laintroduccién 1343. Laausenciadel
acido 3,4-CFQ en la progenie F1 de Caturra x
Hibrido de Timor 1343y en lavariedad Colom-
bia, que procede de este cruce, sugiere la
posibilidad de usar este compuesto paraiden-
tificar los material es segun laintroduccién del
Hibrido de Timor empleada en los cruzamien-
tos.

Conrelacién alosglicésidos de lafraccidn
acuosa se encontraron diferencias entre los
genotipos en las concentraciones de los aci-
dos mayoritarios: 4'-O-(a-D-glucopiranosil)-5-
trans-cafeoilquinico(G2) y el 4'-O-(a-D-
glucopiranosil)-5-trans-feruloilquinico (G5),
identificados por primera vez en este estudio
(7,9). Sin embargo, fueron los compuestos G6
y G7 y G8 los que se detectaron solamente
enlasintroducciones de C.canephoray podrian
servir paradiscriminar estos caf és del resto de
materiales estudiados. El compuesto G8 se
identificd parcial mente como un glucésido del
acido dicafeilquinico.
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En general, no se encontraron diferencias
importantes en la composicion de derivados
hidroxicindmicosdelageneracion F1 de Caturra
x Hibrido de Timor y de la variedad Colombia
(generacion F6 de este cruzamiento), lo que
podriaindicar que la seleccion por caracteres
agronomicosrealizadaparaobtener estavarie-
dad no afectdé la composicion de estos com-
puestos.

De acuerdo con el andlisis multivariado de
todos los derivados hidroxicinamicos, las
variedades Caturra, Colombia, lasintroduccio-
nes del Hibrido de Timor y la generacion F1
de Caturra x Hibrido de Timor se clasificaron
en el mismo grupo, o que puede explicarse por
el parentesco existente entre ellos. En el caso
del Hibrido de Timor indica una mayor proxi-
midad con la especie C. arabica que con la
C. canephora. Lavariedad Tipica, deC.arabica,
se clasifico en un grupo diferente al de la
variedad Caturra, resultado deinterésquevale
la pena destacar considerando la homogenei-
dad de la especie C. arabica.

Las introducciones de C. canephora, se
caracterizaron por laalta concentracion en los
isbmeros de acidos di-cafeiquinico y
cafeilferuloilquinico asi como por lapresencia
de algunos glicésidos como el del acido
dicafeilquinico, diferenciandose claramente del
resto de genotipos. Igualmente se evidencia-
ron diferencias entre las introducciones debi-
das ala variabilidad propia de esta especie.

Las introducciones del Hibrido de Timor
presentaron una variacion minima en la com-
posicion de los derivados hidroxicindmicos,
gue hizo imposible su discriminacion.

Se concluye que fue posiblediscriminar los
genotipos estudiados utilizando el andlisis de
derivados hidroxicindmicos, tanto con lainfor-
macion de los perfiles cromatograficos como
con compuestos especificos, algunos de és-




tos, identificados por primera vez en este tra-
bajo. Ademés, la similitud en la composicion
guimica entre la variedad Colombia y los
genotipos de C. arabica estudiados confirma
el comportamiento delavariedad Colombiacomo
una variedad méas de esta especie.
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