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ABSTRACT

Due to the fact that the roasting process of coffee can generate changes in its constituents,
and therefore in its biological properties, we sought to identify the phenolic acids present
in green and roasted Geisha coffee, and at the same time, to evaluate its antioxidant
properties. First, the raw material (Geisha coffee beans) was subjected to a “cold extraction”
process with 70% ethanol and subsequently the phenolic profile of the ethanolic extracts
of green coffee (EEtCG-V) and roasted coffee (EEtCG-T) was determined in a HPLC-MS
using 280, 330 and 360 nm. The antioxidant activity was determined in aqueous extracts
of green (EACG-V) and roasted (EACG-T) Geisha coffee, obtained through an Italian coffee
extraction process, against DPPH and non-enzymatic superoxide anion (¢02-) and lipid
peroxidation at different concentrations (0,48-1000 mg/mL). The results for EEtCG-V, at 330
nm, indicate the presence of 17 chromatographic peaks corresponding to hydroxycinnamic
acid derivatives, similar to those detected in EEtCG-T, with the exception of the appearance
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of peaks corresponding to lactones of chlorogenic acids, related to the roasting process.
For the results of the antioxidant activity: against the DPPH radical, both for EACG-V and
EACG-T it was discrete, compared to 80,411,2% obtained by quercetin; against ¢02- it was
significant for both extracts between 60 and 70% very similar to the quercetin standard
(75,810,6%) and in the lipid peroxidation test, EACG-T was superior (73,0+1,7%) to EACG-V
(<50%), resulting similar to that obtained by our Quercetin standard (73,7+2,7%).

The results presented here are part of the first studies carried out on extracts of green and
roasted Geisha coffee.

Keywords: Coffee, Geisha, extract, phytochemical, antioxidant.

Resumen

Debido a que el proceso de tostado del café puede generar cambios en sus constituyentes, y
por ende en sus propiedades bioldgicas, buscamos identificar los acidos fendlicos presentes
en café Geisha verde y tostado, y a su vez, evaluar sus propiedades antioxidantes. Primero,
se sometio la materia prima (granos de café Geisha) a un proceso de “extraccion en frio”
con etanol al 70% y posteriormente el perfil fendlico de los extractos etandlicos del café
verde (EEtCG-V) y del café tostado (EEtCG-T) fue determinado en un HPLC-MS utilizando
280, 330y 360 nm. La actividad antioxidante fue determinada en extractos acuosos de café
Geisha verde (EACG-V) y tostado (EACG-T), obtenidos a través de un proceso de extraccion
en cafetera italiana, frente a los radicales: DPPH, anidn superdxido no enzimatico (¢02-) y
peroxidacién lipidica a distintas concentraciones (0,48-1000 mg/mL). Los resultados para
el EEtCG-V, a 330 nm, indican la presencia de 17 picos cromatograficos correspondientes
a derivados de acidos hidroxicinamicos, similar a los detectados en el EEtCG-T, éste
con la excepcidn de la aparicién de los picos correspondientes a lactonas de los acidos
clorogénicos, relacionadas con el proceso de tostado. Para los resultados de la actividad
antioxidante: frente al radical DPPH, tanto para el EACG-V y EACG-T fue discreta, en
comparacion al 80,4+1,2% obtenido por quercetina; frente al ¢02- fue significativa para
ambos extractos entre un 60 y 70% muy similar al patréon quercetina (75,8 £ 0,6%) y en la
prueba de peroxidacién lipidica, el EACG-T fue superior (73.0 + 1.7%) al EACG-V (<50%),
resultando similar al obtenido por nuestro patron de Quercetina (73.7 £ 2.7%).

Los resultados expuestos constituyen una parte de los primeros estudios realizados sobre
extractos de café Geisha verde y tostado.

Palabras claves: Café, Geisha, extracto, fitoquimica, antioxidante.

1.INTRODUCCION
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El café es una de las bebidas mas populares en el mundo y su consumo aumenta de dia
en dia. Forma parte de numerosos tipos de bebidas debido a su contenido en cafeina y las
consiguientes propiedades energizantes y estimulantes [1]. En los Ultimos afios se han hecho
estudios exhaustivos para determinar el contenido de sustancias antioxidantes, investigar
sus propiedades nutracéuticas [2], y su efecto sobre la prevencidon de enfermedades, asi,
hoy en dia, se le considera una bebida funcional con propiedades nutracéuticas.

Tanto la cafeina como los acidos clorogénicos son sustancias que imparten propiedades
especiales al café. La cafeina es un estimulante, energizante y vasodilatador, mientras
que los acidos clorogénicos son antioxidantes naturales y protectores potenciales contra
enfermedades degenerativas crénicas del ser humano. La relacidon en miligramos (mg) de
acidos clorogénicos/cafeina determina si un café puede usarse en la industria nutracéutica
o no [3]. Cabe sefialar que a medida que aumenta la relacién de acidos clorogénicos /
cafeina (CGAs/Caf), mayor serd la potencialidad de su uso en la industria nutracéutica, por
la mayor seguridad que representa para el ser humano.

Se ha reportado que, una taza de café de 100 mL con 10 g de café de especialidad de la
variedad Geisha aporta 92,8 mg de cafeina y 394,2 mg de acidos clorogénicos [4]. En ese
mismo estudio, se demuestra que los cafés con mayor contenido de acidos clorogénicos son
de la especie Arabica de altura como el Geisha y el Pacamara y los de mas bajo contenido
son los de bajura, segun el sitio donde son cultivados.

El café Geisha panamefio ha sido reconocido internacionalmente por sus altas puntuaciones
en catas de cafés de especialidad y por alcanzar altos precios en subastas de café, llegando
a ser reconocido como una marca del pais [5]. Debido a que el proceso de tostado del café
puede generar cambios en sus constituyentes, y por ende en sus propiedades biolégicas,
nos propusimos identificar los acidos fendlicos presentes en café Geisha verde y tostado, y
a su vez, evaluar sus propiedades antioxidantes.

2. METODO

A. Identificacion de acidos fendlicos

Para determinar los constituyentes fitoquimicos, se sometié 1 g de la materia prima (granos
de café Geisha) a un proceso de “extraccidn en frio” con etanol al 70 % [6] y posteriormente
el perfil fendélico de los extractos etandlicos del café verde (EEtCG-V) y del café tostado
(EEtCG-T) fue determinado utilizando un equipo de cromatografia liquida de alta eficacia
acoplado a masas (HPLC-MS) utilizando 280, 330 y 360 nm como longitudes de onda
preferentes.

B. Actividad captadora del radical DPPH
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La determinacion del porcentaje de inhibicidn al radical DPPH, se llevé a cabo de acuerdo con
la metodologia descrita por Pombal et al. (2017) [7]. En cada pocillo de una microplaca de
96 pocillos, se colocaron 100 pL de DPPH 600 uM y 100 pL de los productos a ser evaluados,
los cuales fueron previamente disueltos en DMSO obteniendo concentraciones desde 0,48
ug/mL hasta 1000 pg/mL. Incubamos en la oscuridad durante 30 minutos y posteriormente,
los datos de densidad dptica (DO) se obtuvieron a 492 nm. Cada evaluacidn se realizd por
triplicado; utilizamos quercetina como sustancia de referencia y el porcentaje de inhibicion
del radical DPPH fue calculado a través de la siguiente formula:
OD DPPH - OD extracto

. o iopi .
FORMULA 1 % inhibicion OD DPPH x 100 %

OD: Densidad éptica

C. Capacidad atrapadora del anién superoxido en un sistema no enzimatico

La actividad inhibitoria del anién superdxido (02-) por parte de los extractos se evalud
mediante el método descrito por otros autores Pombal et al. (2020) [8]. En cada pocillo
de una microplaca de 96 pocillos, se colocaron 50 uL de los extractos disueltos en DMSO
a diferentes concentraciones (0,48 pg/mL hasta 1000 pg/mL). Posteriormente a cada
pocillo se le adicioné 50 pL de PMS (120 puM), 50 uL de NADH (936 uM), y finalmente
50 pL de NBT (300 uM). Utilizamos quercetina como sustancia de referencia y todas las
concentraciones fueron ensayadas por triplicado. Una vez preparada la placa se procedid
a incubar durante 5 minutos en oscuridad a una temperatura de 25°C. Después de este
periodo, las determinaciones se realizaron a una longitud de onda de 560 nm.

Ensayo de inhibicion de la peroxidacion lipidica

Para cada 100 pl del homogeneizado de huevo (1:25, v/v en solucion PBS, pH 7.4), afiadimos
10 plL de extracto y 50 pL FeSO4 (25 mmol/I) y PBS c.s.p. 300 pl. Incubamos a 37 °C durante
15 minutos, y afiadimos 50 pl de acido tricloroacético al 15% p/v. Centrifugamos la muestra
(3,500 rpm x 15 minutos), extraemos 200 pl del sobrenadante y afadimos 100 pl de acido
tiobarbiturico al 0.8%. Calentamos la mezcla a 95 °C durante 30 minutos. Dejamos enfriar
antes de medir la absorbancia de las muestras a 532 nm [9].

3. RESULTADOS

A. Ildentificacion de acidos fendlicos

Los resultados para el EEtCG-V, a 330 nm, indican la presencia de 17 picos cromatograficos
(tabla 1) correspondientes a derivados de acidos hidroxicinamicos (cis acido 5-cafeoilquinico,
acido4,5-dicafeoilquinico, acido 3-dicafeoilquinico, entre otros). Los compuestos detectados
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en el EEtCG-T fueron similares a los descritos para EEtCG-V, con la excepcion de la aparicion
de los picos correspondientes a lactonas de los acidos clorogénicos, relacionadas con el
proceso de tostado tal como se observa en las figuras 1y 2.
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Fig 1. Cromatograma de café verde registrado a 330 nm (rojo), 280 nm (verde) y 360 (azul).
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Fig 2. Cromatograma de café verde (rojo) y café tostado (azul) registrado a 330 nm.

Tabla 1. Identificacion tentativa de los picos observados en el cromatograma
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Tr Pico Identificacidn Tentativa
3 1 quinic acid + Caffeic acid Glucoside
4.7 2 3—Caﬁe((;[{/?&%?21ic Acid
6.3 3 5-CaffeoylQuinic Acid
7.1 4 Hydroxybenzoic acid derivative
89 | s s BE?:%L%If%ly gﬂiirc\igcﬁi\?:id
9.9 6 5-p Coumaroylquinic Acid
12.2 7 5-Feruloylquinic acid
13.4 T1 caffeoylquinic acid lactone
14 T2 caffeoylquinic acid lactone
14.7 T3 caffeoylquinic acid lactone
15 8 Feruloylquinic acid isomer
18.4 9 3,4-diCaffeoylquinic acid
18.5 10 3,4-diCaffeoylquinic acid isomer
19.2 11 4,5-diCaffeoylquinic acid
19.3 12 3,5-diCaffeoylquinic acid
20.2 13 4,5-diCaffeoylquinic acid isomer
20.3 14 4,5-diCaffeoylquinic acid isomer
21.4 15 4,5-caffeoylferuloylquinic acid
22.3 16 3-Feruloyl-5-caffeoylquinic acid
22.8 17 4,5-caffeoylferuloylquinic acid
24.5 18 Ceffeoyl-N-Tryptophan
25.5 19 4,5-dimethoxycinnamoyl-feruloylquinic
acids

B. Actividad captadora del radical DPPH

La evaluacion frente al radical DPPH resulté en nula actividad antioxidante para el EACG-V,
sin embargo, un 25,1 + 6.1 % de inhibicion se obtuvo con el EACG-T, frente al 80,4 £ 1,2 %
desarrollado por el patrén quercetina (tabla 2).

Capacidad atrapadora del anion superdxido en un sistema no enzimatico

La actividad inhibitoria del anion superdxido no enzimatico fue de 66,8 £ 2,3 %, 64,1 £ 1,8
%y 75,8 +0,6 % para el EACG-V, EACG-T y quercetina, respectivamente (tabla 2).

Ensayo de inhibicion de la peroxidacion lipidica

Para evaluar la actividad de los extractos sobre TBARS, el EACG-T mostré una capacidad
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antioxidante de 73.0 = 1.7 % a la concentracién de 15.6 pug/mL, similar al obtenido por
nuestro producto estandar Quercetina (% de inhibicidon = 73.7 £ 2.7) a la concentracién de
1000 pg/mL. Para el EACG-V, la actividad captadora frente al radical (TBARS) fue menor
del 50 % en comparacion con el efecto generado por nuestro estandar Quercetina (% de
inhibicion = 73.7 £ 2.7) (tabla 2).

Tabla 2. Valores del efecto inhibitorio maximo (Emax) y de la concentracion inhibitoria 50 (CI50) obtenidos con los extractos
de Café Geisha ensayados contra los radicales DPPH, ¢02- y peroxidacidn lipidica

DPPH JoN ol . Peroxidacidn lipidica
Extractos Emax (%) Cl,,(ug/mL)  Emax (%) ;)T()}I(_L\Lg Emax (%) Cl,, (ng/mL)
Quercetina 80,4 + 1,2 44,1 75,8+ 0,6 15,9 73,7+27 80,5
EACG-T 25,1+6,1 Nd 64,1+1,8 Nd 73,0+1,7 Nd
EACG-V -1,9+27 14,7 66,8 +£2,3 Nd 39,0+3,4 1,1

Los datos de Emax se presentan como la media + DS para un n=3 tp<0,05 vs Quercetina.
Nd= No determinado.

4.CONCLUSIONES

Los resultados expuestos constituyen una parte de los primeros estudios realizados
sobre extractos de café Geisha verde y tostado, que pretenden conocer las caracteristicas
fitoquimicas y actividad antioxidante con el objetivo de enriquecer los estudios de
inocuidad alimentaria para este producto, asi como explorar el potencial nutracéutico de
sus constituyentes.
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