UNIYERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO U niversidad Auténoma de Querétaro

EL HONOR

Facultad de Quimica

Programa de Posgrado en Alimentos del Centro de
la Republica
(PROPAC)

Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

“Caracterizacion quimica de la fibra dietaria de café (Coffea

arabica L.) usado, obtenida mediante calentamiento 6hmico”

TESIS

Como parte de los requisitos para obtener el grado de: Maestro en Ciencia
y Tecnologia de los Alimentos

Presenta: IBT. Carlos Vladimir LOpez Rodriguez

Dirigido por: Dra. Rocio Campos Vega

CU, Santiago de Querétaro, Qro, diciembre 2018.

Universidad Autonoma de Querétaro
Facultad de Quimica
Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos



Universidad Autonoma de Querétaro
Facultad de Quimica
Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

“Caracterizacion quimica de la fibra dietaria de café (Coffea arabica L.) usado,
obtenida mediante calentamiento 6hmico”

TESIS
Que como parte de los requisitos para obtener el Grado de:
Maestro en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

Presenta:
IBT. Carlos Vladimir Lopez Rodriguez

Dirigido por:
Dra. Rocio Campos Vega
SINODALES \
. LV
Dra. Rocio Campos Vega C;/:j—\J
Presidente Firma

Dr. Eduardo Morales Sanchez &0/\ do  WNoralyg S =

Secretario N Firma

Dra. Marcela Gaytan Martinez
Vocal

Dra. Ma. Guadalupe Flavia Loarca Piria
Suplente

Dra. Sandra O. Mendoza Diaz
Suplente

<A
N
. /7 : _
Dra. Sll\f;’éi/o na Amaya Llano Dra. Ma. Guadalupe Flavia Loarca Pina
Director de J& Facultad Director de Investigacion y Posgrado

Centro Universitario
Querétaro, Qro
Diciembre, 2018




RESUMEN

En nuestro grupo de trabajo se ha demostrado que el procesamiento térmico del
café usado (CU), seguido de calentamiento 6hmico por lote (OHML, que utiliza exceso de
agua) permite la obtencién de un ingrediente con alto contenido en fibra dietética y
capacidad antioxidante, reconocida como: fibra dietaria antioxidante (FDA). Ademas, un
estudio clinico evidencio algunos efectos benéficos de su consumo. Sin embargo, se
obtuvo una tendencia a la elevacién del colesterol total en plasma, lo que se asocia a su
contenido de diterpenos (cafestol y kahweol). El objetivo de este trabajo fue obtener FDA
de CU mediante calentamiento 6hmico semisélido (OHMS) y compararla con la obtenida
por OHML mediante su caracterizacion quimica, nutracéutica y estructural (microscopia
electrénica de barrido, SEM). Asi como disminuir el contenido de diterpenos en la fibra
obtenida utilizando dos solventes identificados como solvente A y B. Aunque el
procesamiento por OHMS disminuy6 el consumo de agua y favorecié la retencion de
antioxidantes (149y 77.2 umol eq. Trolox/g, DPPH y ABTS, respectivamente), el contenido
de fibra dietaria no se modifico, con respecto a la FDA de OHML. Se identifico que el
tratamiento térmico previo al OHML concentra la FDA en un 11% y su posterior tratamiento
(OHML) la concentra en un 4% adicional (54 y 62.6% fibra dietaria total, en CU y FDA,
respectivamente). Las imagenes obtenidas por SEM muestran que el OHML y OHMS
rompen la matriz del CU, disminuyendo el tamafio de particula. La fibra obtenida mediante
OHML fue procesada para disminuir su contenido de diterpenos pasando de 7.2y 7.0
mg/g a 1.5 y 1.5mg/g, cafestol y kahweol, respectivamente. La fibra resultante de este
proceso fue evaluada en un estudio clinico con 14 sujetos y no se mostraron incrementos
significativos del colesterol en plasma. Estos resultados sugieren que el proceso empleado
disminuyo el contenido de los diterpenos, generando un ingrediente para su inclusion en
la industria de alimentos, seguro, con caracteristicas nutritivas y funcionales.

Palabras clave: Café usado, fibra dietaria, antioxidante, subproductos, compuestos

bioactivos, calentamiento 6hmico



SUMMARY

In our work group it has been demonstrated that the thermal processing of spent
coffee (SC), followed by ohmic heating by lot (OHML, which uses excess water) allows
obtaining an ingredient with a high content of dietary fiber and antioxidant capacity,
recognized as: antioxidant dietary fiber (ADF). In addition, a clinical study showed some
beneficial effects. However, a tendency to raise total cholesterol in plasma was observed,
which is associated with its diterpene content (cafestol and kahweol). The objective of this
work was to obtain ADF from SC from semi-solid ohmic heating (OHMS) and compare it
with that obtained by OHML through its chemical, nutraceutical and structural
characterization (scanning electron microscopy, SEM). As well as decreasing the content
of diterpenes in the fiber obtained using two solvents identified as solvent A and B.
Although processing by OHMS decreased water consumption and favored the retention of
antioxidants (149 and 77.2 ymol eq Trolox / g, DPPH and ABTS, respectively), the dietary
fiber content was not modified, with respect to the OHML ADF. It was identified that the
thermal treatment prior to OHML concentrates the FDA by 11% and its subsequent
treatment (OHML) concentrates it in an additional 4% (54 and 62.6% total dietary fiber, in
CU and FDA, respectively). The images obtained by SEM show that OHML and OHMS
break the SC matrix, decreasing the particle size. The fiber obtained by means of OHML
was processed to reduce its diterpene content from 7.2 and 7.0 mg/gto 1.5and 1.5 mg/
g, cafestol and kahweol, respectively. The fiber resulting from this process was evaluated
in a clinical study with 14 subjects and there were no significant increases in plasma
cholesterol. These results suggest that the process used decreased the content of
diterpenes, generating an ingredient for inclusion in the food industry, safe, with nutritional
and functional characteristics.

Key words: spent coffee, dietary fiber, antioxidants, by-products, bioactive
compounds, ohmic heating.
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1. INTRODUCCION

El café es una de las bebidas mas populares. Consumir la bebida por la
mafiana es rutina para aproximadamente el 40% de la poblacion mundial (Wolska
et al., 2017). México ocupa el quinto lugar como productor de café arabica a nivel
mundial, siendo los principales estados productores Chiapas, Colima, Oaxaca y
Veracruz (Mufiz-Valencia et al.,, 2014). Esta planta es producida sobre una
superficie de 761 mil hectareas en 12 estados de la Republica Mexicana. El fruto
esta compuesto por el pericarpio, pulpa o exocarpio, mucilago o mesocaripio,
endocaripio, cuticula y grano de café (Temis-Pérez, Lépez-Malo Vigil, & Sosa-
Morales, 2011).

Ademas, la bebida de café ocupa el segundo puesto en cuanto a producto
comercializado, como consecuencia, genera desechos que llegan a representar
hasta el 90% de la masa total de la cereza. Y aunque el café usado, recuperado
posterior al a preparacion de la bebida, representa el 50% de los subproductos
generados, tiene limitado valor comercial para la industria (Campos-Vega, Loarca-
Pifia, Vergara-Castafieda, & Oomah, 2015; Zuorro & Lavecchia, 2012).

El café usado presenta compuestos benéficos a la salud que son de interés
industrial. Entre ellos los acidos grasos, proteinas, minerales, carbohidratos,
antioxidantes como polifenoles, que también tienen capacidades anti-bacteriales,
anti-inflamatorias y anti-cancerigenas (Campos-Vega et al, 2015). Ademas, el café
usado ha demostrado ser una excelente fuente de fibra dietética, con valores que
van del 55 al 60 %. El grano contiene polisacaridos como galactomananos,

arabinogalactanos de tipo Il y celulosa (Passos & Coimbra, 2013).

Segun la Organizacion Internacional de Café (ICO) a finales del 2016 hubo
una produccién aproximada de 9 millones de toneladas de granos a nivel mundial,
el cual es poco aprovechado. Es por esto que en los ultimos afios la creciente toma

de conciencia de la necesidad de reduccién de residuos y proteccion al medio



ambiente ha estimulado la busqueda de posibles métodos de utilizacién de estos

materiales (Zuorro & Lavecchia, 2012).

El calentamiento 6hmico es una nueva alternativa tecnolégica para el
procesamiento de los alimentos a nivel industrial, ademas de otras aplicaciones
como destilacién de agua, tratamiento de residuos, procesamiento quimico, etc.
(Sakr & Liu, 2014). Por ejemplo, se ha demostrado que el calentamiento 6hmico
favorece la extraccion de aceites esenciales, disminuyendo considerablemente el
tiempo de extraccion, el uso de solventes y consumo de energia (Nair et al., 2012).
En nuestro grupo de trabajo se ha informado que el calentamiento 6hmico concentra
la fibra dietaria del café usado, permitiendo obtener un potencial ingrediente
alimentario alto en fibra insoluble. Por lo anterior este trabajo se enfoca en la
caracterizacion quimica y estructural del mismo, asi como en la extraccién mediante

calentamiento 6hmico semi-sélido.



2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades del café

El café se define como la semilla seca de la planta del café sin distincion entre
café molido o café tostado. El arbol donde proviene el café se denomina cafeto y es
originario de Africa (Etiopia). A principios del siglo XVII el café pudo ser cultivado en
la India Oriental gracias a las condiciones climaticas y a la fertilidad de las tierras.
Para el siglo XVIII la planta se propag6é a Europa y América. Con la revolucion
industrial y la alta tasa de crecimiento poblacional en el siglo XX se convirtié en una
bebida universal ya extendida en muchos paises del continente americano. La
planta de café llegé a México hace aproximadamente 200 afios y a nivel mundial
pertenece a uno de los primeros lugares como productor de café (Martini et al., 2016;
Temis-Pérez et al., 2011).

Industrialmente el café ha venido en aumento, siendo el producto agricola
mas importante del mundo, ocupando el segundo lugar como producto comercial

solo después del petroleo (Zuorro & Lavecchia, 2012).

En 2009 Brasil produjo cerca de 40 millones de costales de café (60kg) y en
el 2007 el consumo estimado a nivel mundial fue de 124,636 millones de costales,
representando un incremento del 2.8% con respecto al afio anterior y a pesar de la
crisis financiera del 2008 las personas no dejaron de tomar café, sino que
simplemente compraron una calidad de café media. Ademés de Brasil se pueden
encontrar Colombia, Guatemala y México como algunos de los paises del continente
americano productores de café (ICO, 2017). Actualmente el producto se exporta a
mas de 90 paises, con una gran variedad de presentaciones a nivel comercial
gracias a la amplia gama de granos y a produccion de mezclas disponibles (Bedoya-
Ramirez, Cilla, Contreras-Calderédn, & Alegria-Toran, 2017).

En la Tabla 1 se muestra la composicién quimica del grano del café (Coffea

arabica L.)



Tabla 1. Composicion quimica del grano de café (Coffea arabica L.)

Componente Cantidad (g/100g)
Proteina 16.5
Grasas 15.9
Ceniza 6.2
Carbohidratos 58.5
Fibra total 48.6
Soluble 2.1
Insoluble 46.5
Almidodn resistente 4.8

(Lépez-Barrera et al., 2016).

La composicion quimica del grano de café comprende 16.5 % de proteina,
15.9% de grasa, 6.2% de cenizas y 58.5% de carbohidratos, de los cuales el 48.6%
corresponde a fibra total. Esta ultima comprende fibra soluble e insoluble con 2.1y
46.5 %, respectivamente. Finalmente para almidon resistente presenta un valor del

4.8 % (Lopez-Barrera, Vazquez-Sanchez, Loarca-Pifia, & Campos-Vega, 2016).

El café tostado esta compuesto basicamente de azlcares, hemicelulosa,
fibra, proteinas, algunos acidos no voléatiles como lo son el cafético, clorogénico,
citrico, malico, oxalico, quinico y tartarico; contiene también, lipidos y cenizas
(potasio, fosforo y magnesio). Las melanoidinas son un componente
macromolecular con contenido de nitrégeno que esté presente en el grano de café
y diversas investigaciones demuestran su capacidad antioxidante, antibacteriana y

quelante (Temis-Pérez et al., 2011).



Ademas, contiene otros compuestos bioactivos incluyendo cafeina, fenoles,
trigonelina, diterpenos y fibra soluble. La ingesta de cafeina se ha asociado con un
alto numero de efectos bioldgicos, principalmente en relacién con la estimulaciéon
del sistema nervioso central, tipicamente asociada a una sensacién de alerta
después del consumo de café. Por otro lado, se ha informado también que la ingesta
de cafeina ejerce efectos ergogénicos. Entre los compuestos fendlicos, los acidos
clorogénicos (CGA) son los mas abundantes en el café, representando mas del 98%
de su contenido fendlico total, como se muestra en la Figura 1, mientras que el 2%
restante esta compuesto por alquilmetoxifenoles, alquilfenoles, metoxifenoles y
otros fendlicos tales como pirogalol, catecol y fenol (Martini et al., 2016).
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Figura 1. Compuestos fendlicos presentes en café (Martini et al., 2016).

El café representa una de las principales fuentes de antioxidantes en la dieta,
cerca del 64% de la ingesta total diaria. Se conoce que otros alimentos contienen
5



mas antioxidantes que el café, sin embargo, la frecuencia y cantidades consumidas
definen a la bebida como una de las principales fuentes de antioxidantes. Esta
capacidad antioxidante esta directamente relacionada con el proceso de tostado.
Ademas el café es una de las bebidas mas consumidas en todo el mundo después
del agua y del té. Se han descrito ingredientes de la bebida de café como
antioxidantes, compuestos fendlicos pertenecientes al grupo de los acidos
hidroxicinAmicos (acidos clorogénico, caféico, cumarico y feralico), melanoidinas,
productos de la reaccion de Maillard, cafeina y otros compuestos volatiles (Bedoya-
Ramirez et al., 2017).

2.2Tostado del grano del café

Los cambios fisicos que se dan en el tueste son la forma, color, volumen,
masa, humedad y densidad del grano. Durante el tostado tanto el diéxido de
carbono como el vapor de agua van a generar una alta presion la cual cambia la
forma de las células; incrementandose el volumen y las paredes celulares se hacen
mas delgadas (Diaz, 2014).

El proceso de tostado es un punto critico en la preparacion del grano de café
para la maduracion del aroma, sabor y color tradicionales del café. Los acidos
clorogénicos también son afectados por este proceso ya que cerca del 90% del 5-
acido cafeliquinico (compuesto mas abundante) se pierde en comparacion con el
grano verde. Ademas al someter al grano a una infusion se pierden otras cantidades
de CGA, a pesar de eso se ha demostrado que puede existir una sobre extraccion
de acidos dependiendo de la preparacion de la bebida y puede incrementar el total
del contenido de los CGA (Martini et al., 2016).

La calidad de una taza de café y sus propiedades sensoriales dependen de
muchos factores, sobre todo en la cadena de produccién, los cuales son: origen

geografico, clima, especies métodos de cosecha, procesamiento tecnoldgico



(principalmente tostado y molido), condiciones de almacenamiento y finalmente la

infusion (Bressanello et al., 2017).

La actividad antioxidante del café es fuertemente afectada por el proceso de
tostado, las altas temperaturas provocan la pérdida de los antioxidantes naturales
presentes en el café, principalmente los &cidos hidroxicindAmicos. Sin embargo, la
capacidad antioxidante del café se puede preservar gracias a la formacion de
nuevos compuestos durante el tostado que también poseen propiedades
antioxidantes. Los granos de café verde son ricos en compuestos fendlicos y
polisacaridos, y el bajo contenido de agua y altas temperaturas que caracterizan el
tostado favorecen la generacion de reacciones de Maillard y sus productos entre

proteinas y carbohidratos (Bedoya-Ramirez et al., 2017).

2.2.1 Reacciones de Maillard y compuestos involucrados en el tueste del café

La reaccion de Maillard (MR) es la reaccion de pardeamiento no enzimatico
gue puede ocurrir en los alimentos cuando se someten a altas temperaturas. Los
productos de reaccion de Maillard (MRP), también conocidos como productos
finales de glicacion avanzada (AGEs), son un grupo heterogéneo y complejo de
compuestos con muchas actividades diferentes. Desde el punto de vista
tecnoldgico, la industria alimentaria se ha interesado desde hace tiempo en esta
reaccion, ya que sus productos pueden aportar color, olor y sabor deseables a los
alimentos. Datos recientes sugieren que los MRP derivan aromas. Los efectos in
vivo de los AGEs han atraido la atencibn de muchos investigadores por su
participacion en el desarrollo de trastornos degenerativos, como enfermedades
cardiovasculares, neuronales, complicaciones con diabetes o enfermedades de
cartilago y hueso. Del mismo modo en el café estas reacciones que se presentan
durante el tueste da como resultado la formacion de sustancias toxicas como 5-
hidroxifurfural (HMF), furfural (F) y acrilamida. EL HMF en altas concentraciones es
citotoxico (Bedoya-Ramirez et al., 2017; Delgado-Andrade, 2014).



La reaccion de Maillard se ha dividido en etapas: inicial, avanzada y final. En
la etapa inicial se forman compuestos de Amadori (1-amino-1-desoxi-cetosis) por la
condensacion de un carbonilo, prveniente de un azucar reductor, y de un grupo
amino de una proteina o aminoacido; los compuestos de Amadori son degradados
a productos avanzados, es entonces cuando comienza la etapa avanzada, dando
lugar a estos compuestos son incoloros o pueden ser amarillos ademas de ser
altamente insaturados y sensibles a polimerizacidn. En el transcurso de esta etapa
avanzada se forman compuestos a-dicarbonilo reactivos como 1,3 y 4-
desoxicelulosa, también se producen AGEs y pre-melanoidinas. La etapa final
comprende productos como melanoidinas color pardo de alto y bajo peso molecular,
formados gracias a la condensacion de compuestos amino y fragmentos de azucar
(Tas & Gokmen., 2017; Poulsen et al., 2013).

2.3 Subproductos de la industria del café

La biomasa es renovable, abundante, barata y no compite con la produccion
de alimentos. Los residuos industriales de procesamiento de alimentos son una
fuente de biomasa que puede ser transformada en energia, biocombustibles y
productos quimicos. La biomasa a partir de desechos de alimentos tipicamente
consiste de 50-75% de carbohidratos (celulosa y hemicelulosa, los principales
polimeros biodegradables), 5-25% de lignina, y cantidades modestas de otras
sustancias, incluyendo compuestos fendlicos, lipidos y compuestos acidos que
pueden ser transformados en productos de mayor valor agregado. Por esta razon,
la biomasa es una fuente ideal para obtener azlUcares simples (mondémeros de
cadena corta), que se utilizan como sustratos de fermentacion para la produccion
de etanol, y compuestos fendlicos que poseen propiedades antioxidantes de valor
en productos con aplicacion en farmacéutica y alimentos (Mayanga-torres et al.,
2017).



En la industria del café entre el 5 y 10 % de la biomasa generada se
aprovecha para la elaboracion de la bebida, el resto son residuos en materiales
lignocelulésicos (hojas, ramas y tallos), generados en el proceso de renovacion de
los cafetales. El procesamiento para obtener al grano de café consiste en eliminar
las cascaras, tales como pericarpio, pulpa, mucilago y pergamino. Es posible quitar
también la piel plateada del café, si se prefiere con una pulidora que daria un valor
agregado al café. Ademas una vez preparada la bebida quedan residuos no solubles
en agua que representan del 45-50 % del café que se necesita para la extraccion
del café soluble. Estos subproductos representan mas del 50% del fruto del café y
son descartados para el procesamiento y su comercializacion. Se han encontrado
algunos usos para estos suproductos en la industria energética pero es muy poco
usado para intereses en la industria de los alimentos (Campos-Vega et al., 2015;
Esquivel & Jiménez, 2012).

Debido a la gran presién politica y social para reducir la contaminacion
generada por las actividades industriales la mayoria de los paises desarrollados y
subdesarrollados han tratado de modificar sus procesos para que sus residuos
puedan ser reciclados o aprovechados de alguna otra manera, es por esto que
ahora ya no se le llaman residuos ya que seran materia prima para otros procesos

(Mussatto, Ballesteros, Martins, & Teixeira, 2011).

Existen varias propuestas como alternativa para el reuso del grano de CU,;
una de ellas es la produccion de biodisel que promete tener capacidades
potenciales de cerca de 200 millones de litros a nivel laboratorio (Kondamudi,
Mohapatra, & Misra, 2008). Se menciona el uso de este tipo de residuos como
sustrato de algunos hongos del género Aspergillus, Mucor, Penicillium y Neurospora
para su desintoxicacion biologica y su posterior eliminacion al medio ambiente.
También como sustrato de otros microorganismos para produccion de otros
productos como etanol o tratamientos de aguas residuales. Algunos otros autores
mencionan la gran capacidad antioxidante del café usado y podria ser considerado

como un nuevo ingrediente funcional potencial. Ademas existe la posibilidad de



aplicar el café usado como alimento para rumiantes, cerdos, pollos y conejos por su

alto contenido de lignina (Mussatto et al., 2011).

2.4 Café usado

2.4.1 Generalidades y caracteristicas

Este subproducto representa cerca del 50% de la cereza del café, y es
recuperado posterior a la preparacion de la bebida. EI CU tiene una concentracion
alta en cuanto a fibra dietética total, con un valor alrededor del 60% y una alta
capacidad antioxidante, probablemente debido a los compuestos fendlicos del
grano, asi como de otros compuestos que se han generado por las reacciones de
Maillard (Campos-Vega et al., 2015).

Los carbohidratos del CU representan el 60% en contenido (Tabla 2)
representados en su mayoria por polisacaridos, que son azucares polimerizados en
estructuras de celulosa y hemicelulosa. La mayoria de estos polisacaridos
permanecen como material insoluble unido a la matriz de CU. Contiene ademas
manosa, galactosa, glucosa y arabinosa. Existen algunos estudios y aplicaciones
que distinguen a los monoligosacaridos (MOS), derivados de manosa, que
demostraron promover el crecimiento de bifidobacterias, ademas de una ingesta
continua de estos MOS puede disminuir los niveles de grasa en el area abdominal
y subcuténea, inclusive inhibir la absorcion intestinal de grasa provocando una
disminucion en el almacenamiento del tejido adiposo. Se ha utilizado este potencial
de los MOS para ser incluido en alimentos como ingrediente prebidtico activo y
aprobado como ingrediente alimentario funcional de oligosacarido de Alimentos

para Usos Especificados (FOSHU) (Campos-Vega, et al, 2015).

El CU tiene un contenido proteico importante (15.8 %) los valores reportados
pueden variar debido a otros compuestos nitrogenados como cafeina, trigonelina,
aminas libres y aminoacidos. Se han identificado leucina, valina, fenilalanina e

isoleucina como los aminoacidos esenciales mayoritariamente presentes en el CU.
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Estos comprenden casi la mitad (49%) del total de aminoacidos del CU
principalmente leucina. En comparacion con la pulpa de café la mayoria del
contenido de aminoacidos es mas alto en el CU. La proteina de CU es también una
excelente fuente de arginina, glutamina e histidina, los tres aminoacidos que se sabe
que tienen fuertes efectos sobre las funciones inmunes del cuerpo. El alto contenido
de cisteina y metionina de algunas proteinas del CU puede aumentar los niveles de
antioxidantes del cuerpo, potencialmente estabilizar el ADN durante la division
celular y reducir el riesgo de ciertas formas de cancer de colon (Campos-Vega et
al., 2015).

Tabla 2. Composicion quimica del grano de café (Coffea arabica L.) usado

Componente Cantidad (g/100g)
Proteina 15.8
Grasas 15.1
Ceniza 1.8
Carbohidratos 60.3
Fibra total 21.2
Soluble 1.6
Insoluble 55.5
Almidodn resistente 5.6

(Lépez-Barrera et al., 2016).

Con respecto a los diterpenos, el café contiene cafestol y kahweol, que se

han encontrado en mayor cantidad (hasta 1.2 g/ 100 g de materia seca) en semillas
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de C. arabica. Al ser poco solubles en agua, estos compuestos pueden ser
atrapados por filtros, por lo que estan presentes principalmente en café no filtrado.
A pesar de las propiedades anticancerigenas y hepatoprotectoras que han sido
reportadas en modelos in vitro y animales, un alto consumo de cafestol y kahweol
parece aumentar el riesgo de CHD (enfermedad cardiaca coronaria), principalmente
a través de un aumento de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) plasmaticas
(Martini et al., 2016).

2.5 Compuestos de interés nutracéutico

2.5.1 Fibra dietética
Se consideran fibras dietéticas a los polisacaridos vegetales, lignina, almidon

resistente, inulina, oligosacéridos, que son resistentes a las enzimas digestivas del
intestino delgado del ser humano y que pueden ser fermentadas de manera parcial
o completa por el intestino grueso o el colon. La fibra dietética, soluble o insoluble,
es importante para la nutricibn humana. Promueven efectos benéficos fisiolégicos
como tipo laxantes naturales y atentian los niveles de colesterol y glucosa en sangre
(Alvarez, E & Gonzéalez Sanchez, 2006). La capacidad de la fibra dietética hace
absorberse en el colon por las bacterias de la flora intestinal y a su vez protegen

contra el cancer de coldn (Rathinavelu & Graziosi, 2005).

El contenido de fibra dietética en el CU es representativo en cuanto a
carbohidratos. La fibra dietaria del CU es hemicelulosa, celulosa y lignina. El
aislamiento de fibra dietética a partir de subproductos vegetales puede ir
acompafado de la recuperacion de otros constituyentes como antioxidantes o
proteinas. Ademas, las fibras de CU demuestran propiedades antioxidantes
similares a antioxidantes de alimentos conocidos como los vinos tintos y
melocotones. Por lo tanto la fibra dietética del CU puede clasificarse como

antioxidante, atil como suplemento dietético potencial (Campos-Vega et al., 2015).
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Es importante destacar que cada tipo de fibra (insoluble y soluble) tiene
propiedades especificas. Por ejemplo, la fibra dietaria soluble posee una gran
retencion de agua, promueve la creacion de flora bacteriana y disminuye la
absorcién de grasa y azUcares. Por otra parte, la fibra dietaria insoluble tiene baja
retencidn de agua, aceleran el movimiento de los alimentos a través del sistema
digestivo y promueven la regularidad en la excrecion fetal. EI CU es un material con
alto nivel en fibra dietaria insoluble, por lo tanto, tiene un gran potencial para ser
utilizado como materia prima en el desarrollo de alimentos funcionales (Ballesteros
et al., 2014).

2.5.2 Compuestos antioxidantes

Los granos de CU tienen potencial antioxidante debido a los diversos
componentes que puede llegar a albergar como lo pueden ser los compuestos
fendlicos que no solo sirve como antioxidante, sino que se ha reportado como
antiviral, antiinflamatorio e incluso anticancerigeno. Se tienen reportes de
polifenoles totales, otros acidos como el acido clorogénico o acidos cafeoliquinicos

en mayor cantidad (Campos-Vega et al., 2015; Esquivel & Jiménez, 2012) .

El CU contiene propiedades funcionales interesantes incluyendo la
capacidad de retencién de agua, la capacidad de retencion de aceite, la actividad y
estabilidad de la emulsion y el potencial antioxidante, lo que abre posibilidades para
su reutilizacion en diferentes procesos biotecnologicos. Pueden utilizarse, por
ejemplo, como conservantes en formulaciones alimenticias y farmacéuticos, o como
materia prima para obtener nuevos ingredientes funcionales para la industria

alimentaria (Ballesteros et al., 2014).

El interés por los productos naturales derivados de plantas ha crecido,
principalmente porque los antioxidantes sintéticos sufren varios inconvenientes. El
CU contiene varios compuestos relacionados con la salud humana, tales como
compuestos fendlicos con actividad antioxidante, anti-bacteriana, antiviral,

antiinflamatoria y anti-carcin6gena demostrada. La recuperacion de compuestos
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fendlicos de los subproductos de la industria del café y su actividad antioxidante ha
sido investigada en los ultimos afios. Los compuestos fendlicos que se han
encontrado en el CU son polifenoles totales como acido clorogénico, acido galico,
caféico, elagico, p-cumarico, ferdlico, catequina, rutina y quercetina (Tabla 3)
(Campos-Vega et al., 2015; Lopez-barrera, et al., 2016).

Tabla 3. Polifenoles totales en el café (Coffea arabica L.) usado.

Polifenoles Cantidad (mg/qg)

Acido galico 2.5
Acido clorogénico 5.6
Catequina 0.6
Acido caféico 0.07
Rutina 0.06
Acido elagico 0.1
Acido p-cumarico 0.01
Acido ferdlico 0.004
Quercetina

Polifenoles totales 9.9

(L6pez-Barrera et al., 2016).

2.6 Métodos de extraccion de fibra dietética

La eleccion del método de extraccion para aislar fibras depende en gran
medida de la composicion de la fibra en particular, su complejidad, naturaleza

quimica, grado de polimerizacion y presencia de oligosacaridos. La base de todos
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los métodos de extraccion de fibra es similar; sin embargo, el enfoque difiere
dependiendo del producto final deseado, la aplicacion prevista, la fuente de fibra y
el equipo utilizado. Todos los métodos implican el fraccionamiento; esto permite la
eliminacién de componentes no deseados. La fibra se puede extraer en su conjunto,
denominada fibra total, o como fibra soluble o insoluble 0 como sus componentes
individuales. Algunos métodos previamente investigados para extraer fibra de
fuentes vegetales incluyen procesamiento en seco, procesamiento en humedo,
quimico, gravimétrico, enzimatico, fisico, microbiano o una combinacion de estos
métodos. La extraccidon de fibra dietética esta muy relacionada con los métodos

analiticos de la misma (Maphosa & Jideani, 2015).

2.6.1 Procesamiento seco

Este tipo de proceso se ha aplicado con fines experimentales e industriales.
El método implica la desintegracion de las semillas mediante molienda y
“clasificacién aérea” en fracciones de almodon y proteina. La molienda crea harina
gue contiene dos poblaciones distintas de particula que son distintas en tamafio y
densidad. Para separar estas dos fases, se utiliza una corriente de aire, por eso la
denominacion “clasificacion aérea”. Una fase consiste en particulas finas y mas
ligeras que contienen principalmente almidones y fibras mientras que la otra fase es
gruesa y relativamente mas pesada que contiene principalmente proteinas y lipidos.
Las ventajas de los métodos de procesado en seco incluyen la reduccion del
consumo de energia y agua. La clasificacion aérea es mas eficiente cuando se usa
en cultivos que tienen almidén como su principal material de almacenamiento, como
los frijoles (Maphosa & Jideani, 2015).

2.6.2 Procesamiento humedo
Los métodos de molienda humeda utilizan agua para la extraccion de fibras,
pero difieren en los reactivos y condiciones adicionales. En esta seccion abarcan

los métodos de molienda humeda convencional, molienda himeda alcalina,
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procesamiento enzimatico en humedo y el método de molienda himeda modificada
(Maphosa & Jideani, 2015).

La molienda humeda convencional, se utilizan semillas descascaradas,
debido a los componentes antinutricionales de la cascara que se liberan durante la
extraccion. Las semillas descascaradas se trituran a harina y se tratan con un
agente de descomposicion, usualmente una solucién alcalina para extraer
proteinas. La proteina se separa entonces mediante precipitacion acida o
ultrafiltracién. La fibra obtenida contiene aproximadamente 4 - 8% de proteinas y
0.5-1.5 % de lipidos. Este proceso implica el remojo de las materias primas en una
solucién de &cido sulftrico. Los productos y el almidon obtenido se separan
fisicamente. Ademas de consumir mucho tiempo y energia, este proceso también
es poco amigable con el medio ambiente debido a las grandes cantidades de didéxido
de azufre requeridas durante la etapa de remojo. Este proceso dura hasta 36 horas
(Maphosa & Jideani, 2015).

La molienda en humedo alcalino implica sumergir el material en NaOH (pH
13) a 85°C. El material empapado se desrama, se agrieta y se impregna en NaOH
a 45 °C, luego se tritura para formar un polvo. El polvo se mezcla a continuaciéon
con NaOH y la suspension recuperada se separa, se tamiza de tamices,
recuperando el residuo en fibra fina (Maphosa & Jideani, 2015).

Para ayudar a frenar los problemas asociados del acido sulfurico, se
desarroll6 la molienda enzimatica en humedo como una alternativa. En este
proceso, el acido sulfurico se reduce a niveles minimos teniendo Unicamente
propiedades antimicrobianas. El tiempo de este proceso se reduce y, por lo tanto,
ahorra energia. Se utilizan proteasas como alcalasas, que solubilizan e hidrolizan la
matriz de gluten (proteina), a amilasa, que gelatiniza, hidrdlisis y despolimeriza al
almidon y la amiloglucosidasa, que desintegra los fragmentos de almidén en
glucosa. Los polisacéridos de almidén no modificado se recuperan por precipitacion
con etanol, después se lavan y se secan. La fibra se separa y se recupera
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eliminando el almidén y las proteinas pasando sobre un tamiz (Maphosa & Jideani,
2015).

El método de molienda hiumeda modificada implica el uso de agua y produce
productos de alta pureza que pueden utilizarse para una amplia gama de
aplicaciones, incluida la investigacion cientifica. El primer paso consiste en moler
las semillas a particulas muy pequefias para aumentar el area superficial. La
proteina se extrae luego a un pH alcalino seguido de precipitacion acida. El
hidroxido de sodio se emplea comunmente para proporcionar el pH alcalino y HCI
para el pH acido. Para aislar la fibra insoluble, se utilizan diferencias en las
propiedades de hinchamiento de las fracciones. A temperatura ambiente, la fibra
tiene una alta capacidad de hinchamiento mientras que el hinchamiento del almidon
es muy restringido. Tales diferencias en la capacidad de hinchamiento dan lugar a
diferentes tamafos. La fraccion insoluble se dispersa en una gran cantidad de agua
y se tamiza a través de una serie de diametros de poro comprendidos entre 30 y
300 um. El sobrenadante es principalmente una dispersion de granulos de almidén
y el residuo es principalmente fibra. Este método utiliza mucho menos agua que el
método tradicional de molienda himeda y ademas solo requiere el uso de productos
quimicos (HCl y NaOH) para ajustes de pH en la precipitacion de proteinas
(Maphosa & Jideani, 2015).

2.6.3 Procesos fisicos y microbiologicos

Los métodos fisicos de extraccidn de fibra preservan su estructura y evitan
dafos significativos a la cadena del polimero. Como resultado, las fibras extraidas
tienden a tener una alta capacidad de intercambio cationico. No se han hecho
muchas investigaciones sobre estos métodos. Los métodos microbianos implican la
fermentacion de la fibra utilizando microorganismos y enzimas. A menudo se usan
enzimas de alta pureza para eliminar selectivamente oligosacaridos y polisacaridos
tales como galactanos, fructanos, mananos y arabinanos. Algunas de las ventajas

del aislamiento microbiano son que la estructura de las fibras permanece sin
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distorsion y no se pierden hemicelulosas de manera significativa y fibras solubles.
Por otro lado, se sospecha que la fermentacibn microbiana produce sustancias
toxicas, por lo que las fibras extraidas son inadecuadas para su uso en aplicaciones

alimentarias (Maphosa & Jideani, 2015).

2.6.4 Métodos gravimétricos

En cuanto a métodos gravimétricos se encuentran los enzimaticos y no
enzimaticos. Los métodos gravimétricos no enzimaticos son uno de los primeros
métodos desarrollados para la extraccion de fibras. Los métodos incluyen la
descomposicion quimica hidrolitica u oxidativa dejando atras la fibra cruda. Estos
métodos se pueden dividir en dos categorias. La primera categoria incluye
extracciones de detergente acido y detergente neutro. El procedimiento acido-
detergente aisla la fibra total como la suma de celulosa, lignina y hemicelulosas
insolubles en &cido; como resultado, la mayoria de los componentes de fibra se
pierden. El procedimiento de detergente neutro aisla la celulosa, la lignina y las
hemicelulosas insolubles en detergente neutro. Sin embargo, no es adecuado para

plantas con alto contenido de fibra soluble (Maphosa & Jideani, 2015).

El método enzimatico-gravimétrico hace uso de la eliminacién enzimatica de
almidon y proteinas seguido por la precipitacion del concentrado de fibra soluble
usando etanol. El método gravimétrico comienza con el uso de alcalis y acidos para
determinar la fibra total en la muestra. El método también implica la eliminacion de
la grasa si esta presente por encima del 10%. Ademas, el procedimiento ha
evolucionado para hacer uso de tampon de acido 4-morfolino-etanosulfénico-TRIS
(MES-TRIS) en lugar del tampon fosfato original, ahorrando asi tiempo y energia
asociados con los ajustes continuos del pH. Un método actualizado de este tipo
consiste en suspender muestras en tampon de acetato a pH 5, luego digerir con a-
amilasa, termoresistente, a temperaturas entre 95 - 100°C durante 30 minutos a 1
hora para digerir el almidén. Las muestras se incuban adicionalmente a 60 °C con

proteasa seguido de digestion con amiloglucosidasa a 60 °C para hidrolizar
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fragmentos de almidon a glucosa. Las fibras solubles se precipitan entonces con
etanol y la fibra total se recupera por centrifugacién con etanol y acetona y se deja
secar a temperatura ambiente. También puede usarse alcalasa como enzima
degradadora de proteina, pepsina y pacreatina para la digestion de proteina y

almidon que imitan las enzimas digestivas alimentarias (Maphosa & Jideani, 2015).

2.6.5 Métodos quimico-enzimaticos

El método enzimatico implica una digestion enziméatica de fracciones no
fibrosas acopladas con la eliminacion quimica de las fracciones. Especificamente,
el método implica la eliminacién enziméatica de almidén y el uso de etanol para aislar
el concentrado de fibra soluble a partir de productos de hidrdlisis de almidén y
azucares de bajo peso molecular. El etanol se emplea comiunmente en estos
métodos para precipitar componentes de fibra solubilizados como en los métodos
gravimeétricos enziméaticos. La eliminacion de todo el almidén presente en la muestra
se consigue mediante el uso de dimetilsulfoxido. El paso inicial implica la digestion
usando H2S0a4 seguido por una filtracion agua y NaOH. Las muestras se lavan luego
con H2SO4 y etanol y se secan en un horno de mufla. EI método de extraccion de
fibra con alcohol involucra la muestra hirviendo en agua durante 3 horas y la
extraccion usando etanol al 95%, seguido de agitacion durante la noche Yy filtracién
a través de una bolsa de nylon usando una prensa hidraulica. La fibra se recupera
después por secado al aire del residuo durante 6 horas. La fibra puede ser sometida
a digestion alcalina, estirada a través de una gasa y secada al horno durante la
noche. Se recomienda reducir la concentracion de etanol que se utiliza en la
precipitacion de fibra soluble del 76% a entre el 41% y el 56% para reducir el costo

y también reducir la contaminacion quimica ambiental (Maphosa & Jideani, 2015).

2.7 Calentamiento 6hmico (OHM)

El calentamiento 6hmico (OHM) se define como un proceso en el que la
corriente eléctrica pasa a través de un material con el propésito principal de
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calentarlo. En OHM no hay necesidad de transferir calor a través de interfaces
sélido-liquido. La energia se disipa directamente en los alimentos. Existe un gran
namero de aplicaciones reales y potenciales para OHM, incluyendo blanqueo,
evaporacion, deshidratacion, fermentacion, extraccion, esterilizacion,
pasteurizacion y calentamiento de alimentos. Ademas calentar el material, las
investigaciones sugieren que el campo eléctrico aplicado por OHM provoca la
electroporacién de las membranas celulares (Knirsch, Alves dos Santos, Martins de

Oliveira Soares Vicente, & Vessoni Penna, 2010).

El sistema OHM puede ser visto como una tecnologia de generacion de
energia térmica interna, y no sélo como una transferencia de energia cal6rica, lo
que significa que no depende de la transferencia de calor a través de una interfaz
de liguido sélido o dentro de un sélido en un sistema de dos fases. El procesamiento
ohmico permite calentar materiales a velocidades extremadamente rapidas (en
general, de unos segundos a unos minutos). También permite que, en determinadas
circunstancias, las particulas grandes y los fluidos portadores se calienten a
velocidades comparables, permitiendo de este modo utilizar técnicas de Tiempo
Corto de Alta Temperatura (HTST) y Ultra Alta Temperatura (UHT) sobre sélidos o
materiales suspendidos, aumentando la calidad del producto final y agregando valor

a los productos (Knirsch et al., 2010).

En un material no homogéneo, la conductividad eléctrica de las particulas y
su relacién con la conductividad del fluido son un pardametro critico para la
comprension de la velocidad de calentamiento de las particulas. La conductividad
eléctrica depende de la temperatura, el gradiente de voltaje aplicado, la frecuencia
y la concentracion de electrolitos. La velocidad de calentamiento de las particulas
en un fluido depende de las conductividades relativas de las fases del sistema y del
volumen relativo de esas fases. Las particulas sélidas de baja conductividad y en
pequefias concentraciones en comparacion con la del fluido retrasan su
calentamiento. Sin embargo, en condiciones en las que la concentracion de las

particulas es alta, esas mismas particulas de baja conductividad pueden calentarse
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mas rapidamente que el fluido circundante. Este fenGmeno se produce porque, con
el aumento de la concentracion de las particulas, la trayectoria de la corriente
eléctrica a través del fluido se vuelve mas tortuosa, forzando un mayor porcentaje
de la corriente a fluir a través de las particulas. Esto puede resultar en mayores
tasas de generacion de energia dentro de las particulas y consecuentemente en
una mayor velocidad de calentamiento relativa de las particulas (Darvishi,
Khostaghaza, & Gholamhassan, 2013; Knirsch et al., 2010; Sakr & Liu, 2014).

Ademas del calentamiento, los datos de la investigacion sugieren
fuertemente que el campo eléctrico aplicado por OHM provoca la electroporacion
de las membranas celulares en procesos fermentativos. La electroporacién celular
se define como la formacion de poros en las membranas celulares debido a la
presencia de un campo eléctrico y como consecuencia, se mejora la permeabilidad
de la membrana y la difusion de material a través de la membrana (electro-osmosis).
La electroporacion de membrana provoca un transporte de nutrientes mas rapido y
mas eficiente al interior de la célula y posiblemente permite el transporte de

metabolitos al interior de la célula (Knirsch et al., 2010).

2.7.1 Calentamiento 6hmico por lote (OHML)

La camara de OHML consiste en una celda rectangular o cuadrado de acrilico
y dos electrodos fijados en lados opuestos de la celda. El material a calentar se llena
en el deposito entre los electrodos y cuando se aplica voltaje se produce

calentamiento (Nair et al., 2012).

La camara de OHML (Figura 2) no debe ser hecha de materiales
eléctricamente corrosivos, debe ser capaz de soportar la temperatura del proceso y
no debe afectar a la calidad del producto. Al seleccionar los electrodos se deben
tener las siguientes consideraciones: buena calidad, no corrosivo, viable y debe
proporcionar un acabado liso. Se puede atornillar los electrodos a la celda para
mantener una postura correcta. También se puede acoplar a un termémetro para el

control de la temperatura asi como un medidor de voltaje y corriente, una barra
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magnética no conductora se puede afiadir para mantener agitacion constante
durante el procedimiento (Cho et al., 1999; Nair et al., 2012).

~
AN S
!

Camara de OHML

| . Electrodos de acero

2. Celda de acrilico

3. Conectores

Figura 2. Diagrama de camara del calentamiento 6hmico por lote. Modificado de
Nair et al., (2012).

2.7.2Calentamiento 6hmico semi-solido (OHMSS)

El sistema de calentamiento 6hmico semi-solido respeta el mismo principio
gue el calentamiento 6hmico convencional el cual esta dado por el paso de corriente
eléctrica alterna a través de dos electrodos insertados en el alimento, como se
muestra en la Fig. 3. La energia eléctrica conducida a través del alimento se
convierte en energia térmica debido a la resistencia eléctrica de la comida
(fendmeno conocido como efecto Joule), que conduce a un calentamiento
volumétrico e instantaneo. La generacion de energia es directamente proporcional
al cuadrado del campo eléctrico aplicado y a la conductividad eléctrica de los
alimentos (Cappato et al., 2017).
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Figura 3. Diagrama de calentamiento 6hmico semi-sélido. Modificado de (Sakr &
Liu, 2014)

Esta tecnologia puede ser aplicada cuando los materiales contienen suficiente agua
y electrolitos para permitir el paso de la corriente eléctrica y se puede utilizar para
generar calor dentro del producto. El calentamiento ocurre en forma de
transformacion de energia interna (de eléctrica a térmica) dentro del material. Por lo
tanto puede verse como una tecnologia interna de generacion de energia térmica,
y no solo como una transferencia de energia térmica, lo que significa que no
depende de la transferencia de calor a través de una interfaz de liquido sélido o

dentro de un solido en un sistema de dos fases (Knirsch et al., 2010).
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3. JUSTIFICACION

El café ocupa el segundo puesto en cuanto a producto comercializado, sin
embargo, el fruto no es totalmente aprovechado. Genera subproductos que llegan
a representar hasta el 90% de la masa total de la cereza. Ademas, estos
subproductos generalmente son desechados ya que tienen limitado valor comercial
y son muy poco aprovechados. El café usado representa el 50% de los
subproductos de la industria del café. En el 2016 hubo una produccion aproximada
de 9 millones de toneladas de granos a nivel mundial. Es por esto que en los ultimos
afos la creciente toma de conciencia de la necesidad de reduccién de residuos y
proteccion al medio ambiente ha estimulado la busqueda de posibles métodos de

utilizacién de estos materiales.

El consumo del café esta representado por aproximadamente el 40% de la
poblacibn mundial, preferentemente por la mafiana. Ademas, México ocupa el
quinto lugar como productor de café arabica a nivel mundial, siendo los principales
estados productores Chiapas, Colima, Oaxaca y Veracruz. La creacion de nuevas
tecnologias para el uso de los subproductos de la industria de los alimentos es una
preocupacion para los investigadores ya que se estima que la poblacién mundial
crecera un 35% en los proximos 25 afos y la demanda de alimentos crecera
proporcionalmente. Esta preocupacién se mantiene vigente ya que se calcula que

con la produccién actual de alimentos no alcanzara a cubrir dicha demanda.

El interés por los productos naturales derivados de plantas ha crecido,
principalmente porque los antioxidantes sintéticos sufren varios inconvenientes. El
café usado contiene varios compuestos relacionados con la salud humana, tales
como la fibra dietaria antioxidante. En nuestro grupo de trabajo se obtuvo un
ingrediente alto en este componente, sin embargo, no se ha caracterizado
completamente su composicién y, no se ha evaluado el impacto que puede tener

sobre esto el obtener usando calentamiento 6hmico en lote o semi-sélido
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Extraer y caracterizar la fibra dietaria de café usado mediante calentamiento

o6hmico en lote y semi-sélido.

4.2 Objetivos especificos

1. Obtener fibra dietaria de café (Coffea arabica L.) usado mediante
calentamiento 6hmico por lote y semi-sélido.

2. Disminuir la cantidad de diterpenos de la fibra de café usado obtenida por
calentamiento 6hmico por lote.

3. Evaluar nutrimental y nutraceuticamente el café (Coffea arabica L.) usado, la
fibra dietaria de café usado obtenida mediante calentamiento 6hmico por lote,
semi-solido y la reducida en diterpenos.

4. Determinar las propiedades tecnoldgicas del café (Coffea arabica L.) usado,
la fibra dietaria de café usado obtenida mediante calentamiento 6hmico por
lote, semi-solido y la reducida en diterpenos.

5. Caracterizar microestructuralmente el café (Coffea arabica L.) usado, la fibra
dietaria de café usado obtenida mediante calentamiento éhmico por lote,
semi-solido y la reducida en diterpenos.

6. Evaluar el efecto del colesterol en el consumo de la fibra dietaria de café

usado posterior a su reduccion de diterpenos en sujetos sanos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

5.1.1 Material biologico

Se utilizé CU obtenido a partir de granos de café de la variedad arébica con
tostado medio (americano) obteniéndolo de una cafeteria local después de su
percolacién de cafetera comercial. El café usado fue secado a 43°C por 24 horas
en un horno convencional, se protegié de la luz y se almacend hasta su uso

(Vazquez-Sanchez et al., 2018).

5.1.2 Reactivos

Los reactivos y solventes que se emplearon en los diferentes ensayos fueron
de grado analitico y seran adquiridos de las marcas Sigma-Aldrich, Roche, Merck y
J. T. Baker.

5.2 Métodos

5.2.1 Obtencion de fibra

5.2.1.1 Pre tratamiento de café usado

Para extraer la fibra del CU se llevé a cabo un tratamiento previo al OHML.
Brevemente, el CU seco se tamiz6 en una malla numero 40. 140g de CU seco se
sometieron a un calentamiento con 4 L de agua en bafio maria a 80°C por 1 h, con
agitacion continua (Vazquez-Sanchez et al., 2018).

5.2.1.2 Extraccion de fibra por calentamiento 6hmico en lote

El CU previamente pre-tratado se colocdé en una celda de acrilico y se
sometié a calentamiento 6hmico por medio de dos electrodos de acero inoxidable
conectados a una fuente de voltaje (VARIAC). Se us6 un valor de 200 V hasta llegar
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a 90°Cy se dejo enfriar. El voltaje y corriente fueron monitoreados con un multimetro

(Vazquez-Sanchez et al., 2018).

Se filtro el residuo y se seco6 a 43°C en un horno de secado durante 24 h. La

fibra fue almacenada en refrigeracion y protegida de la luz hasta su analisis.

5.2.1.3 Extraccion de fibra por calentamiento 6hmico semi-soélido

Este paso no lleva un pretratamiento como sucede en el OHML. Brevemente,
se somete la muestra del café usado sin secar (humedad aproximada de 67%) a
una celda por medio de dos electrodos de acero inoxidable conectados a una fuente
de voltaje (VARIAC). Se usaron valores maximos y minimos; un valor de 60V y 90V
hasta llegar a 90 y 105°C y se mantuvo a esa temperatura durante 5y 10 minutos,

respectivamente.

Se seco6 la muestra resultante a 43°C en un horno de secado durante 24 h.

La fibra se almacend en refrigeracion protegida de la luz hasta su analisis.

5.2.1.4 Proceso de extraccion de diterpenos en fibra de café usado y disefio de
superficie de respuesta

La fibra de café usado obtenida por OHML fue procesada para retirar los
diterpenos cafestol y kahweol utilizando dos solventes, aprobados para su uso en
alimentos (FDA, 2018), a los cuales se les denominé solvente A y solvente B. Se
hizo un disefio de superficie de respuesta (RSD) en donde se vario el volumen del
solvente y la concentracion del solvente ambas variables para 1 gramo de muestra.
Se fij6 el tiempo y la temperatura de extracciéon. Las variables de respuesta fueron
la concentracion de cafestol y kahweol. Se utilizé el mismo disefio (Tabla 4) para

cada solvente.

Se utilizé la formula de prediccion del disefio para obtener la respuesta

tedrica minima deseable de diterpenos y se realizo el mismo proceso de extraccion
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y cuantificacion a esas condiciones para comparar los resultados reales con los

tedricos.

Tabla 4. Disefio de superficie de respuesta para disminuir concentracion de

diterpenos
Prueba _ Concentracion (%)  Volumen (ml)  Kahweol Cafestol
Variables codificadas g/100g g/100g
1 1 1
2 -1 1
4 1 -1
5 1.414 0
7 -1 1
8 0 1.414
10 -1.414 0
11 0 -1.414
12 0 0

Se muestran las variables codificadas

Posterior al tratamiento térmico la mezcla fue centrifugada a 5000rpm por 15
minutos. Finalmente se separaron las fracciones liquidas y solidas. La fracciéon
sélida se secd a 45°C por 24 horas y a la fraccion liquida se le retir6 la mayor

cantidad de solvente para recuperar la fraccion lipidica.

5.2.1.4.1 Obtencién de aceite de la fibra de café usado y determinacion de indice
de peroxidos (IP).

Se retir6 la totalidad del solvente 2 de la fraccidn liquida resultante de la
seccion 5.2.1.2.1.1 con un rotavapor a 40°C. El aceite resultante se conservo a 4°C
y se determind su indice de perdxidos siguiendo la metodologia descrita por Rondon
et al., (2004). 5 g aceite fueron mezclados con 40 mL de agua y 0.5 de una solucién
saturada de yoduro de potasio (1g/ml), se dej6é reaccionar la mezcla durante 1
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minuto y se agregaron 0.5 ml de una solucion de almidon al 1% y se titul6é de forma
gradual con una solucién de tiosulfato de sodio 0.001M, hasta que desapareciera el

color azul.

Las unidades de medicion del indice de peréxidos utilizados son
miliequivalentes de oxigeno activo por kilogramo de aceite (meqO2/Kg). Para

realizar el célculo se utiliza la siguiente ecuacion:

1000 (V — Vo) M
N m

IP

Donde:

IP= indice de perdxidos (meqO2/Kg)

V= volumen de solucién de tiosulfato de sodio utilizado para la determinacién
Vo= volumen de solucién de tiosulfato utilizado en el blanco

M= molaridad de la solucién de tiosilfato

m= masa de la muestra

5.2.2 Cuantificacion de cafestol y kahweol por HPLC-DAD
Para la extraccion y cuantificacion de cafestol y kahweol se siguid la

metodologia descrita por Eloy et al., (2010). Brevemente, 0.2 g de muestra se
mezclan con 2 mL de una solucion de hidréxido de potasio (2.5 M) en etanol al 96%.
Posteriormente se saponificé con un bafio a 80°C durante 1 hora. Se dejo6 enfriar a
25°C y se agregaron 2 mL de agua destilada y se homogeniz6 con vortex. Se
agregaron 2 mL de éter etilico y se homogenizé con vortex. Se centrifugé a 3000
RPM durante 2 minutos y se recupero el sobrenadante en otro tubo. Se repitio la
extraccion con éter etilico dos veces mas. Los sobrenadantes recuperados de cada
muestra se evaporaron en un bafio a 70°C por 15 minutos. Al eliminar el solvente

de los tubos se reconstituy6 con la fase movil hasta llegar a un volumen de 25 mL.
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Finalmente se filtra con un acrodisco de membrana de 0.45 um y se deposité en un
vial para ser inyectado al HPLC bajo las siguientes condiciones. Se empleé la
cromatografia liquida de alta resolucién con detector de arreglo de diodos (HPLC-
DAD) el andlisis se llevo a cabo en un sistema HPLC Agilent Serie 1100 (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, EE.UU.), se utiliz6 una columna Zorbax SB-C18
(Agilent Technologies, 4, 6 x 250 mm, 5,0 micras). La temperatura de la columna se
control6 con ayuda de un termostato a 25 + 1 °C y la velocidad de flujo se ajusté a
1 ml/min. La fase movil isocratica constd de dos disolventes grado HPLC agua y
acetonitrilo (1:1). La deteccién se realiz6 a 290 nm para kahweol y 230 nm para
cafestol con una velocidad de adquisicién de 1 s. Se inyecté un volumen de 20 pL,
las muestras se analizaron por triplicado. La cuantificacion se llevé a cabo utilizando
el método de estandar externo con los estandares comerciales de: cafestol y

kahweol.

5.2.3 Caracteristicas fisicoquimicas y tecnoldgicas del CU y de la FCU

5.2.3.1 Medicién de pH

El valor de pH del café usado y fibra de café usado fueron determinados por
una medicion directa en la muestra, empleando las siguientes proporciones (w/w):
1 residuo humedo: 4 agua destilada o 1 residuo seco: 10 agua destilada (Lario et
al., 2004). La determinacion fue realizada por triplicado.

5.2.3.2 Capacidad de retencion de agua
Para determinar la capacidad de retencion de agua en las muestras de café
usado y fibra de café usado, se sigui6 la metodologia descrita por Anderson, (1982)

con algunas modificaciones.

Se suspendieron 2.5 g de muestra molida y tamizada (malla 40) en 30 ml de
agua destilada dentro de un tubo de centrifuga de 50 ml a peso contante. Se agité
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por 30 minutos dentro de un bafio Maria a 30 °C y cada 5 minutos se mezclé con
vortex. Las muestras se centrifugaron a 3000 g por 10 minutos a temperatura de 30
°C. Se decant6 el sobrenadante y se dejé drenar los tubos. Posteriormente, se peso
la muestra drenada para calcular el indice de absorcion de agua expresado como

porcentaje de gel obtenido por gramo de muestra seca (g/g).

El sobrenadante fue colocado en una capsula de evaporacién a peso
constante y se eliminé el agua, mediante evaporacion en una estufa a 105 °C.
Finalmente, se peso la capsula de evaporacion para calcular el indice de solubilidad
de agua (ISA) expresado como porcentaje de solidos secos por gramo de muestra
seca (g/g). La determinacion fue realizada por triplicado. Se emplearon las

siguientes ecuaciones:

Residuo centrifugado (g)

RA =
¢ Muestra seca (g) — Residuo evaporado (g)

Residuo evaporado (g)
ISA = x 100
Muestra seca (g)

5.2.3.3 Capacidad de retencion de aceite
La capacidad de absorcion de aceite en la muestra de café usado y de la fibra
de café usado se determiné empleando la metodologia descrita por Beuchat, (1977)

con ligeras modificaciones.

Un gramo de muestra deshidratada, molida y tamizada (malla 40) se mezcl6
con 10 ml de aceite vegetal dentro de un tubo de centrifuga de 50 ml, a peso
constante. La suspension fue incubada durante 30 minutos en un bafio maria a 30
°C y cada 5 minutos se agitd con vortex. Después de centrifugar a 15000 g por 20
minutos, el sobrenadante fue decantado y desechado, las gotas de aceite adherido
en el tubo de centrifuga fueron removidas con ayuda de una torunda de algodén.
Finalmente, el tubo fue pesado y los resultados se expresaron como gramos de
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aceite absorbido por gramo de muestra seca (g/g). Los experimentos fueron

realizados por triplicado.
Célculos:

Peso muestra humeda — Peso muestra seca

CRAc =
Peso muestra seca

5.2.3.4 Capacidad de hinchamiento (CH)
La capacidad de hinchamiento en la muestra de café usado y en la fibra de

café usado se determind empleando la metodologia descrita por Vilela et al., (2016).

Para la determinacién de CH, 1 g de muestra se hidraté con 70 ml de agua
destilada en una probeta graduada a temperatura ambiente. La suspension se
mantuvo en agitacion constante de 150 rpm durante dos horas. Posteriormente se
dejé reposar por 18 horas y se registré el volumen del lecho. Los calculos se
expresaron como volumen (ml) por masa seca (g) de muestra bajo la siguiente

ecuacion:

_ Volumen del lecho de muestra (mlL)
B Peso muestra seca (g)

Los experimentos fueron realizados por triplicado.

5.2.3.5 Actividad (AE) y estabilidad emulsificante (EE)

La actividad emulsificante (AE) y la estabilidad de emulsion (EE) fueron
determinadas por la metodologia de Ballesteros et al., (2014). Brevemente, se
mezclaron 2 g de muestra con 100 ml de agua destilada y se homogeneizaron con
vortex durante 2 minutos. Después, se afadieron 100 ml de aceite de maiz a la
muestra y la mezcla se homogeneiz6 durante 1 minuto. Las muestras se
centrifugaron a 1200 g por 5 minutos. Se calcul6 la AE en porcentaje de la relacion

entre los volumenes de la capa emulsionada y el volumen total utilizado:
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_ Volumen de capa de emulsion (mlL)

AE = 100
Volumen total utilizado (mlL) x

Para determinar EE, las emulsiones preparadas se calentaron a 80°C
durante 30 minutos, se enfriaron a 25°C y se centrifugaron a 1200 g por 5 minutos.
Se calculd la EE en porcentaje por la relacién entre los volumenes de la capa

emulsionada restante y el volumen original de la emulsion:

_ Volumen de capa de emulsion restante (mlL)

EE = 100
Volumen original de emulsion (mL) o

Los experimentos se realizaron por triplicado.

5.2.3.6 Determinacion de sacéridos
Esta determinacion se realiz6 siguiendo la metolodogia de Ballesteros et al.,

(2017) con algunas modificaciones.

5.2.3.6.1 Autohidrolisis

Los ensayos se realizaron a 160°C, 15 ml de agua (ultra pura) por cada
gramo de muestra seca y con un tiempo de extraccion de 10 minutos. Brevemente,
las muestras se colocaran junto con el agua ultra pura en matraces de vidrio de 50
ml en un horno convencional. Posteriormente al tratamiento los cilindros se enfriaron
con hielo durante 10 min. Cada muestra se centrifugd a 2500 g por 20 min. Se

recuperoé el sobrenadante para el recobro de polisacéaridos.

5.2.3.6.2 Recobro de polisacaridos

Para la recuperacion de los polisacéridos presentes en la fraccion liquida de
la centrifugacion correspondiente a la autohidrdlisis, se mezclaron 30 ml del
sobrenadante con etanol absoluto en una relacion 1:3 (v/v) y se dej6é a 4°C durante
una noche. Los polisacaridos precipitados se recuperaron por centrifugacion a 2500
g por 20 minutos, se hidrataron con 15 ml de agua destilada y se mantuvieron en
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agitacion durante 3 horas a 200 rpm y a temperatura ambiente. Posteriormente, la
mezcla se centrifugd de nuevo, el sobrenadante se recupero vy filtré en acrodiscos

de 0.22 um y se mantuvo a 4 °C hasta su uso.

5.2.3.6.3 Azucares totales

El contenido de azUcares totales se determind mediante el ensayo de acido
antransulfarico. Brevemente, se mezcld una alicuota de 50 ul de la muestra descrita
en la seccion anterior con 150 ul de reactivo de antrona en una microplaca de 96
pocillos. Dejando reaccionar a 4°C por 10 min. Posteriormente se incubo a 100 °C
durante 20 min. Después del calentamiento, las muestras se dejaron enfriar a

temperatura ambiente durante 20 min.

La absorbancia se determin06 en un lector de microplacas
espectrofotométricas, ajustado a 620 nm y usando agua destilada como blanco. El
reactivo de antrona se preparé inmediatamente antes del analisis disolviendo 0.1 g
de antrona en 100 ml de acido sulfarico concentrado (98%), se protegio de la luz.
Se realiz6 una curva de calibracion utilizando una solucién de glucosa estandar (10,
60, 120, 200, 250, 300, 400 y 600 g/ml) para calcular el contenido de azucares

totales en las muestras.

5.2.3.6.4 Azucares reductores

El contenido de azlcares reductores (RS) se estimd mediante el método
colorimétrico DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) adaptado a una microplaca de 96
pocillos. Brevemente, se mezclaron 25 ul de cada muestra descrita en la seccién
del recobro de polisacaridos con 25 pl de reactivo DNS y se incubaron a 100 °C
durante 10 min. Posteriormente, se afiadieron 250 ul de agua destilada a cada
pocillo y la microplaca se colocara en un bafio de hielo para detener la reaccién. La
absorbancia se determiné en un lector de microplacas espectrofotométricas

ajustado a 540 nm, usando agua destilada como blanco. El reactivo DNS se preparo
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inmediatamente antes del analisis disolviendo 2.5 g de acido 3,5-dinitrosalicilico en
25 ml de agua destilada precalentada a 80 °C. La solucion se enfrié a temperatura
ambiente y después se afiadieron 50 ml de una solucién de hidroxido de sodio (2N)
y 75 g de tartrato de sodio y potasio siendo el volumen final completado a 250 ml
con agua destilada. Se prepar6é una curva de calibracion estandar utilizando
solucion de glucosa (0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4, 1.6 y 1.8 mg/ml) para estimar el

contenido de RS en miligramos de equivalente de glucosa por g de muestra.

5.2.3.6.5 Caracterizacién de polisacéaridos por HPLC-RI

Los polisacéaridos extraidos se sometieron a una hidrolisis &cida diluida con
acido sulfarico (120 mg H2S04/g material liofilizado) a 120 °C durante 20 min. La
solucion resultante se analiz6 mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC). Se uso6 una columna Meta Carb 87P o similar y se controlé su temperatura
a 80°C. La fase movil utilizada fue agua ultra pura previamente hervida y sonicada.
Se usara un detector de indice de refraccion (RI), el flujo serd de 0.4 ml/min y el
volumen de inyeccion fue de 20 pl. Se utilizaron estdndares comerciales de glucosa,

arabinosa, galactosa y manosa para identificar y cuantificar las muestras.

5.2.4 Analisis proximal
Los andlisis proximales se realizaron al café usado, a la fibra obtenida
después del tratamiento con calentamiento 6hmico y a la tratada para disminuir

diterpenos de cada solvente.

5.2.4.1 Determinacion de humedad (925.23)
Se pesaron 2 g de muestra en una capsula (a peso constante). Las capsulas
se colocaron en una estufa a 130°C por 2 horas, posteriormente se colocaron en un

desecador para permitir que las muestras se enfrien durante 40 min. Finalmente,
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las muestras se pesaron y se realizo el calculo correspondiente empleando la

siguiente ecuacion:
% Humedad = (peso inicial muestra — peso final muestra) = 100

La determinacion se realizara por triplicado y los resultados se expresaran en
porcentaje de base seca / g de muestra (923.25. AOAC; 2002).

5.2.4.2 Determinacion de lipidos (920.39)

Los lipidos totales se determinaron por el método 920.39 (extracto etéreo)
descrito por la AOAC (2002). En un cartucho de celulosa se colocaron 3 g de
muestra, se cubrieron con algodon y se colocaron en el compartimento de
extraccion de Soxhlet, donde el matraz (a peso constante), contuvo 2/3 partes de
su volumen de éter de petréleo. Se mantuvo la extraccion a 10 reflujos / hora durante
5 horas. Posteriormente, se dejé evaporar el solvente, el matraz se seco6 en estufa
con la finalidad de retirar la humedad y residuos de solvente. El matraz se pesoé y

se calcularon los resultados con la siguiente formula:

peso final del matraz — peso inicial del matraz
*

100
peso de la muestra

% Lipidos =
La determinacion fue realizada por triplicado y los resultados se expresaron

en porcentaje de base seca/g de muestra.

5.2.4.3 Determinacion de proteina (920.105)

La proteina total se determind empleando el método 920.105 (Kjeldhal)
descrito por la AOAC (2002). En un tubo de digestion tipo Kjeldhal se colocé 1 g de
muestra desgrasada, 3.5 g de sulfato de sodio, 0.4 g de sulfato de cobre y se
adicionaron 15 ml de acido sulfurico. El tubo en el digestor se coloco durante cuatro
horas hasta el cambio de color de la muestra a verde claro, se dejé enfriar la muestra
y se agregaron 100 ml de agua en cada tubo.
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Los tubos se colocaron en el destilador donde se adiciono hidroxido de sodio
al 40%. El destilador recibié un matraz EM de 250 ml que contendra 25 ml de acido
borico (4 %) y se emplearon como indicadores rojo de metilo y verde de
bromocresol. Se titul6 con acido clorhidrico 0.1 N, hasta que se presente un vire de
color de verde a rosa. Finalmente, se determiné el nitrogeno (N) total multiplicado
por un factor de conversién equivalente al % de proteina presente en el alimento.

Los célculos que se realizaron fueron los siguientes:

AxBxC

%N:T*IOO

Donde: A = ml HCI que se usé en la titulacion de la muestra; B =
concentracion del acido clorhidrico a emplear; C = meq N2 0.014; D = peso de la

muestra.

La determinacion se realiz6 por triplicado y los resultados se expresaron en

porcentaje de base seca/g de muestra.

5.2.4.4 Determinacion de cenizas (945.46)

De acuerdo a la metodologia (945.46) descrita por la AOAC (2002). Se
pesaron 2 g de muestra en un crisol de porcelana, previamente debio6 ser lavado y
llevado a peso constante. La muestra fue calcinada en una mufla a 550 — 560 °C
durante 5 horas hasta conseguir cenizas completamente blancas. Los crisoles se
colocaron en un desecador hasta que se llegé a temperatura ambiente para poder
pesarlos. Los calculos correspondientes se obtuvieron empleando la siguiente
ecuacion:

peso del residuo de cenizas

% Ceniza = *100
peso de la muestra

La determinacion se realiz6 por triplicado y los resultados se expresaron en

porcentaje de base seca/g de muestra.
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5.2.4.5 Determinacion de carbohidratos

El calculo del contenido de carbohidratos de la muestra, fue realizado por
diferencia de peso, con respecto al porcentaje de las determinaciones anteriores
(proteina, lipidos, cenizas y humedad).

La determinacion se realizo por triplicado y los resultados se expresaron en
porcentaje de base seca/g de muestra.

5.2.4.5.1 Determinacion de fibra total
La fibra total fue determinada como la suma de las fracciones obtenidas de
fibra insoluble y fibra soluble, a continuacion, se detallan los procedimientos a seguir

para cada una.

5.2.4.5.2 Determinacion de fibra insoluble

La metodologia a seguir fue la establecida por Shiga et al., (2003). Se
pulverizd y desgraso la muestra, se adicionaron 50 ml de buffer de fosfato 0.08 mM
a pH 6 y 100 uL de una solucién de a-amilasa. EI matraz con el que se trabaj6 fue
cubierto con papel aluminio para proteger la reaccion de la luz, se incubé en bafio
a 95 °C por 30 min, con agitacién continua. Cuando lleg6 a temperatura ambiente,
la muestra se ajusto el pH a un valor de 7.5. Se adicionaron 100 pL de proteasa (5
mg/ml) y se incubd en bafio a 60°C por 30 min con agitacion continua.

Al finalizar la incubacién, se permitié que la muestra se enfrie a temperatura
ambiente y se ajustd el pH a 4.0. Posteriormente se adicionaron 300 pL de

amiloglucosidasa y se incubd durante 30 min a 60°C con agitaciéon continua.

Después de incubar se filtr6 con papel Whatman No. 4 a peso constante, y se realiz
2 lavados con 15 ml de agua destilada a 60°C, el filtrado obtenido después de los
lavados se recupero y almacend para la determinacion de fibra soluble, como se

describe mas adelante. Por otro lado, el papel filtro junto con la muestra fue secado
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en estufa a 60°C por 24 h, hasta peso constante, finalmente se peso. La fibra
insoluble es lo que se obtuvo en el filtro. La determinacion fue realizada por triplicado

y los resultados se expresaron en porcentaje de base seca/g de muestra.

5.2.4.5.3 Determinacion de fibra soluble

De la prueba anterior, se debi6é conservar el residuo del filtrado, a éste se le
se adicion6 un volumen igual de etanol al 80 % y se dejo precipitar por 24 h. El
precipitado fue filtrado en papel Whatman No. 42 a peso constante, se realizaron 2
lavados con 15 ml de etanol al 80 % y 2 con 15 ml de acetona. Se dej6é secar el
papel filtro por 24 h a 60°C, hasta peso constante. Finalmente se peso el papel filtro,
siendo el contenido la fibra soluble. La determinacion fue realizada por triplicado y

los resultados se expresaron en porcentaje de base seca / g de muestra.

5.2.5 Analisis nutracéutico

5.2.5.1 Extracto etandlico

La obtencién del extracto etandlico se llevd acabo de acuerdo a la
metodologia descrita por Campos-Vega et al., (2015) usando un horno de
microondas convencional. Un gramo de muestra fue suspendido en 9 ml de etanol
(20 %), posteriormente se sometid a un calentamiento en el horno de microondas,
en dos ocasiones, durante 20 s con un poder del 80 % (1200 W). Se centrifugd a
5000 rpm por 10 min a 4 °C. El sobrenadante fue usado para las siguientes pruebas.

5.2.5.2 Cuantificacion de fenoles totales

La cuantificacion de fenoles totales se realizé basandose en la metodologia
de Singleton y Rossi (1965). Se mezclaron 40 pL del extracto etandlico con 460 pL
de agua. Se les afadio el reactivo Folin-Ciocalteu (1:10), y la reaccién de oxidacién
se neutralizé con Carbonato de Sodio (7%), se mantuvo en reposo durante 2 h en
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un frasco protegido de la luz. Se leyo la absorbancia a 760 nm en un

espectrofotometro (UV-visible).

Mediante los resultados obtenidos y una curva de calibracion de acido
clorogénico se calcularon los fenoles totales en las muestras expresados como mg

equivalentes de acido clorogénico/g de muestra.

5.2.5.3 Determinacién de compuestos fenélicos mediante HPLC-DAD

Esta determinacion se realiz6 a partir del extracto etandlico descrito
anteriormente. Los extractos se filtraron a través de un acrodisco de 0.45 um para
jeringa e inyectados en el HPLC bajo las siguientes condiciones. Se empleé la
cromatografia liquida de alta resolucién con detector de arreglo de diodos (HPLC-
DAD) el andlisis se llevo a cabo en un sistema HPLC Agilent Serie 1100 (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, EE.UU.), se utilizé una columna Zorbax Eclipse XDB-
C18 (Agilent Technologies, 4.6 x 250 mm, 5.0 micras). La temperatura de la columna
se control6 con ayuda de un termostato a 35 + 0.6 °C y la velocidad de flujo se ajusto
a 1 ml/min. La fase mévil consta de dos disolventes. El disolvente A fue agua grado
HPLC y fue ajustada con acido acético al 0.1 % y el disolvente B fue acetonitrilo 100
%. Se emple6 un gradiente lineal como se describe a continuacién: una
concentracion del disolvente A del 80 — 83 % durante 7 min, de 83 — 60 % durante
5 min, de 60 — 50 % durante 1 min y finalmente 50 — 85 % durante 2 min. La
deteccidn se realizé a 280 nm con una velocidad de adquisicion de 1 s. Se inyecto
un volumen de 20 pL, las muestras se analizaron por triplicado. La cuantificacion se
llevé a cabo utilizando el método de estandar externo con los estandares
comerciales de: (+)-catequina, rutina, quercetina y los acidos clorogénico, caféico,

p-cumarico, ferulico, galico, ascérbico (Ramirez-Jiménez et al., 2014).
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5.2.5.4 Identificacion de compuestos fendlicos por UPLC-MS/MS

Los compuestos fendlicos individuales presentes en los extractos se
determinaron de acuerdo a la metodologia descrita por Amaya-Cruz et al., (2017)
con algunas modificaciones. Brevemente, se utilizé un equipo UPLC Acquity Clase
| de bomba binaria y con un detector de arreglo de diodos de la marca Waters. La
separacion cromatografica se llevo a cabo en una columna BEH C18 (2.1 x 100 mm,
1.7 micras) utilizando agua/acido formico 0.1% (Solvente A) y acetonitrilo (Solvente
B) como fases moviles, con una velocidad de flujo de 0.4 ml/min. El volumen de
inyeccion fue de 2 ul y se utilizé un gradiente lineal como se describe a continuacion:
una concentracion inicial del solvente A del 95% durante 2 minutos, 5% durante 20
minutos, y finalmente de 95% durante 5-10 minutos. La temperatura de la columna
se mantuvo a 35°C y se monitoreo a 260, 280, 320, 360 y 520 nm.

El equipo UPLC a su vez estaba acoplado a un espectrémetro de masas
Vion IMS QTof de la marca Waters. Los datos se adquirieron en modo de ionizacion
negativo para acidos fendlicos y positivo para la identificacion de cafeina, con un
rango de masas de 50-1800 Da. Se utiliz6 una energia de capilar de 3.5 KV, una
energia baja de colision igual a 5 eV y una rampa de alta energia que iba de los 15
eV a los 45 eV. Como estandar de calibracion de masa se utilizo leucina-encefalina
con una infusion de 10 ml/min y una masa de 556.6766 m/z. La temperatura de la
fuente fue de 120°C usando un flujo de gas (Ar) de 800 I/h.

La identidad de los compuestos se estableci6 en comparacién con los
tiempos de retencion de los estandares comerciales disponibles y el patrén de
fragmentacion de masas. La identificacion de compuestos fendlicos se realizd con
ayuda del sistema de informacién cientifica UNIFI y el software Progenesis QI de
Waters. Se tuvieron como referencia 12 estandares: 4cido elagico, galico, ferdlico,
vanilico, clorogénico, cafeico, p-cumarico, protocatecuico, sinapico, rosmarinico,

rutina y cafeina.

Las muestras fueron realizadas por triplicado.
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5.2.5.5 Capacidad antioxidante

5.2.5.5.1 ABTS

Se utilizé la técnica de Nenadis et al., (2004), para la aplicacién del método
de ABTS 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), y de esa manera
determinar la capacidad antioxidante. Primeramente, se mezclaron 5 ml de una
solucion acuosa de ABTS 7mM y 88 pL de una solucion de persulfato de potasio
K2S20s 140 mM, conservandose en un lugar obscuro durante 12 hrs, para la
generacion del radical. Terminado el tiempo, a 500 pL de la solucion se les agregé
de 20-25 ml de etanol. La absorbancia debi6 de estar entre 0.7 y 1 a 734 nm.

El extracto metandlico (20 pL) se adicion6 a una microplaca de 96 pozos, asi
como metanol (blanco). Se les agreg6 0.23 ml de solucion ABTS, y se ley6 al tiempo
0y 6min a 734 nm en un lector ELISA. NOTA: las placas se mantuvieron cubiertas

(evitando contacto con la luz) y a una temperatura de 27°C.
El porcentaje de inhibicion se calculara con la siguiente ecuacion:

(100]|1 — Amuestra)
Acontrol

%Inhibicion =

Donde,

% inhibicion es la actividad antioxidante de la muestra
Amuestra €S la absorbancia de la muestra a 734 nm
Acontrol €S la absorbancia del control a 734 nm

Se realiz6 una curva de calibracion de trolox y los resultados de capacidad

antioxidante se expresaron como pmol equivalentes de trolox/g de muestra.
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5.2.5.5.2 Método DPPH

Se siguid el método descrito por Fukumoto y Mazza (2000). Brevemente, se
afadieron 0.02 ml de extracto metandlico y 0.2 ml de solucion de DPPH (150 pM)
en una placa de 96 pozos. La paca se leyé a 0, 10, 30, 60, 90 y 120 min a 520 nm
en un espectrofotometro. NOTA: las placas se mantuvieron cubiertas y en la

obscuridad a temperatura ambiente.

La actividad antirradical (ARA) se calculé6 como porcentaje de inhibicion de

DPPH, usando la siguiente ecuacién (Burda y Oleszek, 2001):

ARA = (100|

1—Amuestra)
Acontrol

Donde,
Anmuestra= la absorbancia de la muestra a 520 nm

Acontroi= la absorbancia de control (ausencia de antioxidante)

5.2.6 Caracterizacion estructural
Para esta determinacion se siguié el método descrito por Ballesteros et al.,

(2014). Se obtuvieron imagenes mediante microscopia electronica de barrido
(SEM). Se aplicé una tension de aceleracion de 2keV con aumentos de 780 y 6800
veces. Las muestras se recubrieron con carbén por pulverizacion catddica al vacio
para mejorar la conductividad de las muestras y, por lo tanto, la calidad de las
imagenes SEM.

5.2.7 Estudio clinico piloto
Con la finalidad de determinar si la disminucion de diterpenos en la muestra

era efectiva para no incrementar los valores de colesterol en plasma de sujetos
sanos, se realizd un estudio piloto. Se reclutaron 14 sujetos sanos a los cuales se

le midié circunferencia de cintura y cadera, peso corporal, porcentaje de grasa
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corporal, porcentaje de musculatura corporal. Ademas, se midié el nivel de
colesterol total en plasma. Estas mediciones se realizaron de manera basal y al

finalizar el tratamiento.

Participaron 6 mujeres y 8 hombres, todos adultos de entre 24 a 45 afios de
edad. Se les informé acerca del estudio para aclarar dudas, aceptaron participar y
firmaron una carta de consentimiento informado. Los datos solicitados a los
participantes se manejaron como confidenciales. El estudio fue aprobado por el
Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Naturales, de la Universidad

Auténoma de Querétaro.

5.2.7.1 Criterios de inclusién y exclusién

Se acepto la participacién voluntaria de sujetos sanos y sin diagnostico de
alguna enfermedad crénica (diabetes, obesidad, enfermedades gastrointestinales,
etc.). El contenido de colesterol total basal de cada sujeto no debia sobrepasar los
190mg/dL. Se les pidié que mantuvieran su estilo de vida habitual (dieta y ejercicio)

durante las semanas de estudio.

5.2.7.2 Vehiculo ingerido y monitoreo de colesterol total

Se elabor6 una galleta adicionada con la fibra dietaria de café usado con
concentracion minima de diterpenos obtenido de la formula de prediccion del RSD.
El estudio consistié con una semana de toma de muestra de sangre para estimar la
cantidad de colesterol total con ayuda de un sistema Accutrend Plus (Roche
Diagnostics, Alemania) y aplicacion de cuestionarios basales, seguido por un
periodo de 21 dias de tratamiento; cada semana se monitore6 la cantidad de
colesterol total en plasma. Los voluntarios consumieron 3 galletas al dia (45g
porcion), sin importar la hora del consumo. Durante el estudio, los sujetos
consumieron su dieta habitual. En el momento de la inclusion, todos los sujetos
fueron informados sobre los productos alimenticios que contienen alto contenido de

fibra, pro-y prebiéticos.
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6. RESULTADOS

6.1 Contenido de carbohidratos del café usado con tratamiento de calentamiento

6hmico semi-solido

Con la finalidad de extraer el mayor contenido de fibra dietaria del café usado se
uso la tecnologia del calentamiento 6hmico, denominado semi-sélido (CU-OHMS)
ya que no requiere un exceso de agua. Este exceso no es necesario ya que la
humedad a la que el café usado es recolectado es de aproximadamente 67% y es
suficiente contenido de agua para mantener el paso de corriente eléctrica a través
de la muestra. En la Tabla 5 Se muestran los resultados de fibra dietaria total,
soluble e insoluble, ademéas del contenido de carbohidratos. Se utilizaron
condiciones minimas y condiciones maximas a las que el café usado podia ser
sometido usando esta tecnologia. Las condiciones minimas fueron ajustando el
voltaje (60V), tiempo (5 minutos) y temperatura (90°C), mientras que las condiciones
maximas fueron ajustadas a un voltaje de 90 V, tiempo de 10 minutos y temperatura
de 105°C. Se compararon las muestras resultantes de cada tratamiento y se

compararon junto con el café usado.

Tabla 5. Contenido de carbohidratos y fibra dietaria del café usado tratado con

calentamiento 6hmico semi-sélido.

Determinacion CU-OHMS-MINIMO  CU-OHMS-MAXIMO
Carbohidratos 67.14 +1.19° 68.01 +£0.13°? 68.21 +0.27 2
Fibra total 54.02 +2.51° 57.64 +0.22° 57.08 + 0.42 2
Fibra insoluble 51.38 +2.05°2 53.65 +0.44 2 54.58 + 0.43 2
Fibra soluble 2.64 +0.45 2 3.98+0.66 2 2.50+0.85°2

Los resultados estan expresados en % y se presentan como la media + la desviacién estandar de
tres réplicas. Letras diferentes por renglén representan diferencia significativa con la prueba de
TUKEY (a=0.05).

Los resultados en todos los parametros no muestran diferencias estadisticamente
significativas. Estos resultados demuestran que el calentamiento 6hmico, sin
exceso de agua y con estas condiciones, no es el causante de concentrar la fibra

dietaria de manera importante a nivel estadistico. Debido a esto de ahora en
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adelante se presentaran los resultados del CU-OHMS que corresponden a las
condiciones maximas a las que se uso esta tecnologia. Ademas, es por esto que se
decidié bajar el contenido de diterpenos para la muestra resultante del café usado
con pretratamiento y usando la tecnologia del calentamiento 6hmico en lote (FCU-
OHML) ya que se ha demostrado por Vazquez-Sanchez et al., (2018) que usando

este procedimiento si se concentra el contenido de fibra dietaria.

6.2 Contenido de diterpenos analizado por HPLC-DAD

Se cuantifico el contenido de diterpenos en el café usado (CU), café usado
después del pretratamiento (P-CU), fibra dietaria de café usado obtenida por
calentamiento 6hmico en lote (FCU-OHML) y semi-sdlido (CU-OHMS) (Tabla 6).

Tabla 6. Contenido de diterpenos en el café usado y posterior a los tratamientos

Diterpenos CU P-CU FCU-OHML CU-OHMS

Cafestol 5.61+0.00° | 6.42+0.01% | 6.41+0.012 | 6.06+0.20%

Kahwerol 6.26+0.06° | 7.06+0.13% | 6.93+0.04% | 6.59+0.16 >

Los resultados estan expresados en mg/g y se presentan como la media + la desviacién estandar de
tres réplicas. Letras diferentes por renglon representan diferencia significativa con la prueba de
TUKEY (a=0.05).

El contenido de cafestol y kahweol en el café usado (sin ningun tratamiento
previo) fue de 5.61 y 6.26 mg/g de muestra, respectivamente. Después de realizar
el pretratamiento hubo un aumento de ambos diterpenos (~1 mg/g). Mientras que,
posterior al tratamiento 6hmico por lote no hubo diferencias significativas con
respecto al pretratamiento. Por su parte el café usado con el tratamiento 6hmico en
semi-sélido no muestra diferencias significativas con ninguna muestra en el
contenido de diterpenos. El aumento de diterpenos cuando el café usado es
sometido al pretratamiento puede deberse al uso de cantidades elevadas de agua,
donde pueden estar migrando algunos compuestos a fines a esta tal como fibra
soluble o azucares, provocando la concentracion de algunos componentes en el
material tratado (Wennberg et al., 2006; Larrauri, 1999). Rendon et al. (2017)
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informaron que los diterpenos estan presentes en la fraccion lipidica y reportan
valores similares (cafestol 7.7 mg/g y kahweol 5.1 mg/g) a los encontrados en este
estudio para CU; esto explicaria que la interaccion de estas moléculas con el agua
es débil. En todos los tratamientos, los diterpenos y los lipidos no interactiian con el

agua por lo que no se pueden arrastrar en la fraccion soluble.

Un metaanalisis, que incluyé 11 estudios mostré un aumento de 5.0 mg / dL
y 0.9 mg / dL en el colesterol sérico total con cada 10 mg de cafestol y kahweol
consumidos por dia durante cuatro semanas, respectivamente, con un efecto lineal
de hasta 100 mg de cafestol / dia. Este estudio presenta datos en donde la
concentracion a la que no se tiene un aumento del colesterol total es de 1-1.5 mg/g
de ambos diterpenos (Urgert et al., 1997). Por lo que es importante disminuir la

concentracion de estos diterpenos a los valores de consumo seguros (1-1.5 mg/qg).

6.3 Disefio de superficie de respuesta para disminuir el contenido de diterpenos

en fibra dietaria de café usado.

Los resultados del DSR (Tabla 7) muestran una disminucion en el contenido
de ambos diterpenos en la fibra dietaria de café usado (OHML). En la prueba
namero 8 con el solvente B se tiene el menor contenido de diterpenos con 2.01y
2.26 mg/g de cafestol y kahweol, respectivamente. Sin embargo, este valor estuvo
por encima de lo requerido (1-1.5 mg/g) para cafestol y kahweol. Para llegar a este
valor se utilizo la férmula de prediccion de cada modelo, alimentando las variables

y asi obtener el valor tedrico deseado (Tabla 8).

La formula de prediccion del solvente B permitié obtener una cantidad de 1.49
y 1.38 mg/g de cafestol y kahweol, respectivamente, que se encuentran dentro de
los valores minimos requeridos para obtener un material seguro, respecto a su
efecto de colesterol en plasma, para el consumo humano, de acuerdo con la
literatura. Los resultados demuestran que el solvente B es mas eficiente para

permitir la reduccion de diterpenos y también permitié la obtencién de aceite de fibra
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de CU con un rendimiento del 9.7%. No fue posible obtener aceite con el solvente
A. Por lo que se sugiere utilizar el solvente B para extraer los diterpenos y por ende
el aceite de la fibra de CU. Ademas, cabe la posibilidad de utilizar un disefio de
optimizacién para minimizar la concentracion de diterpenos adn mas y por lo tanto
un mejor rendimiento de aceite. Phimsen et al., (2016) realizaron una extraccion de
aceite del CU utilizando hexano como solvente y lograron obtener un rendimiento
del 13% aunque su proceso de extraccién es mas agresivo que el utilizado en este
estudio. Somnuk et al., (2017) lograron obtener aceite de CU utilizando distintos
solventes y tuvieron el mejor rendimiento (14.6 %) con hexano, su proceso de
extraccion esta automatizado con un prototipo a escala elaborado con acero
inoxidable, bomba de recirculacion para los solventes y acoplado a un tanque de
destilacion para recuperar el solvente utilizado. No se tiene hasta nuestro
conocimiento algun estudio que reporte el contenido de diterpenos (cafestol y

kahweol) en CU o fibra de CU posterior a la extraccion de aceite.
Tabla 7. Contenido de diterpenos del DSR para los solventes utilizados

*Puntos centrales del disefio de superficie de respuesta.
Volumen Concentracion

Solvente A Solvente B
Prueba (ml) (%)

Variables codificadas Cafestol Kahweol Cafestol Kahweol
1 1 1 3.85 4.46 2.84 3.09
2 -1 1 4.00 4.28 5.84 5.97
3* 0 0 4.60 5.34 6.57 6.22
4 1 -1 3.18 5.37 5.80 5.87
5 1.414 0 3.69 4.50 5.42 5.64
6* 0 0 4.65 5.27 6.12 6.44
7 -1 -1 5.45 5.73 6.20 6.36
8* 0 1.414 3.85 4.45 2.01 2.26
o9* 0 0 4.66 5.54 6.28 6.01
10 -1.414 0 4.47 5.19 6.60 6.60
11 0 -1.414 5.71 6.18 5.65 5.59
12 0 0 4.69 5.54 5.84 5.71
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Tabla 8. Resultados predictivos (férmula de prediccion del DSR), y obtenidos para

el contenido de diterpenos de la fibra dietaria de café usado.

Solvente A Solvente B
Prueba Predictivo Real Predictivo Real
Cafestol Kahweol Cafestol Kahweol Cafestol Kahweol Cafestol Kahweol
1 1.08 0.00 290+0.02 3.63%£0.02 1.77 2.08 1.49+0.01 1.38+0.05
2 0.00 0.50 1.86 £0.02 2.07+£0.02 0.75 1.26 1.66 +0.11 1.56 +0.01
3 1.60 0.80 257+0.02 3.02+0.02 0.00 0.50 1.76 £+ 0.09 1.68 + 0.06

Los resultados de cafestol y kahweol reales estan expresados en mg/g de muestra. Se presentan

las medias + la desviacién estandar de tres réplicas.

6.4 indice de perdxidos del aceite de la fibra de café usado

Con la finalidad de conocer la calidad del aceite de fibra de CU obtenido se
realizd un indice de peréxidos para estimar el nivel de oxidacién de este material.
Los resultados demuestran que el aceite obtenido a partir de la fibra de café usado
presenta 4.80 meqO2/kg de muestra, mientras que los aceites comerciales nuevo y
usado presentan 1.87 y 55.33 meqOz/kg respectivamente (Tabla 9). Esta
determinacion indica la cantidad de oxidacion del aceite repercutiendo directamente
con la calidad del mismo. El estado oxidativo de los aceites se determina usando el
valor de peroéxido. Si el valor de peroxido es superior a 9 meqO2/kg de aceite, indica
la corrupcion oxidativa en el aceite (Amri et al., 2017). En este caso el aceite
comercial usado El Girasol ya se encuentra en condiciones de oxidacion mientras
que el aceite comercial Capullo y el aceite de la fibra de café usado no presentan
condiciones oxidativas. La oxidacion afecta significativamente a los aceites al
aumentar la liberacion de acidos grasos y la ruptura de dobles enlaces. Este ultimo,
ademas de la polimerizacion y la liberacion de compuestos de alto peso molecular,
aumenta la viscosidad de los aceites al tiempo que mantiene su comportamiento
newtoniano. La oxidacion puede ser capaz de modificar las propiedades
fisicoquimicas de los aceites (Jalkh, et al.,, 2017). Hasta hoy no se tiene
conocimiento del indice de peréxidos de café usado o fibra de café usado en la

literatura.
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Somnuk et al., (2017) realizaron una extraccion del aceite del café usado utilizando
distintos solventes y con un sistema de recirculacidon a cierto tiempo y temperatura.
Obtuvieron rendimientos de entre 14.7 a 7.5 %, mientras que en este trabajo se
logr6é obtener un rendimiento del 9.6 %. Los lipidos del café usado tienen un uso
potencial para aplicaciones cosméticas, ya que presentan propiedades
fisicoquimicas interesantes. Las formulaciones de protectores solares en forma de
emulsiones de agua en aceite pueden ser una aplicacion adecuada para estos
subproductos porque proporcionan un factor de proteccion solar (FPS) més alto
para la misma concentracion activa de proteccion solar de las emulsiones de aceite

en agua (Marto et al., 2016).

Tabla 9. indice de peroxidos del aceite de café usado, aceite vegetal comercial

nuevo y aceite vegetal comercial usado.

Muestra indice de peréxidos

Aceite de fibra de café usado 480+0.202
Aceite de cocina nuevo (Capullo) 1.87 £0.12°
Aceite usado (El Girasol) 55.33+5.00 ¢

Los resultados del indice de per6xidos de los aceites estan expresados en meqO2/Kg de muestra 'y
se presentan como la media + la desviacion estandar de tres réplicas. Letras diferentes representan

diferencia significativa con la prueba de TUKEY (a=0.05).

6.5 Propiedades y caracteristicas fisico-quimicas y tecnoldgicas

En la Tabla 10 se pueden observar los resultados de las propiedades
fisicoquimicas y tecnolégicas en donde el café usado tiene un pH menor al de las
demas muestras siendo significativamente diferente al del P-CU y CU-OHML. La
determinacion de pH puede dar una impresion rapida de las cantidades totales de
acido en las muestras a pesar de estar mas asociado con el grado de ionizacién de
la solucién, en lugar de con la acidez percibida, como seria la acidez total (Cruz et
al., 2012). Por lo que se sugiere que esta disminucion del pH se debe a que algunos

de los acidos fenolicos presentes en la muestra del café usado migran al agua
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utilizada haciendo mas eficiente este fendbmeno gracias a las altas temperaturas del

proceso (Cesari et al., 2017).

Con respecto a la CRA el CU y la muestra CU-OHML-SA muestran la menor
capacidad de retencion de agua con 3.67 y 3.53 g / g, siendo estadisticamente
diferente de las demas muestras. Después del pretratamiento y del calentamiento
o6hmico semi-solido el café usado tiene una tendencia a aumentar su CRA siendo
significativamente diferente. La CRA representa la cantidad de agua que permanece
unida a la fibra hidratada después de la aplicacion de una fuerza externa (presién o
centrifugacion), y se ve afectada por el tamafio de particula, la porosidad, la
hidrofobicidad y la temperatura de medicién. Los valores de CRA son bajos, pero
similares a los de otros materiales, incluido el bagazo de granada y la cascara de
soja. La CRA también esté relacionado con el contenido de fibra soluble, los niveles
bajos de fibra dietaria soluble suelen asociarse a valores bajos de CRA (Vilela et al.,
2016). La fraccion insoluble también contribuye a la CRA ya que el agua se une
mediante tension superficial con los poros de la fibra 0 mediante la formacion de
puentes de hidrégeno, interacciones hidrofébicas y uniones idnicas, ademas la
fraccion insoluble también se relaciona con el aumento en la absorcion de aceite
(Thebaudin, et al., 1997). El CU tratado con calentamiento 6hmico aumento su CRA.
Esta tecnologia ya ha demostrado promover una mayor retencion de agua y mejoran
las propiedades texturales en tortillas de maiz (Gaytan-Martinez, 2011). La CRA da
informacion Gtil para determinar en qué cantidades se debe hidratar el material con
la finalidad de mejorar las caracteristicas de los alimentos ya que evita la sinéresis
y ayuda a modificar su viscosidad y textura, asi como para que brinde los efectos

fisiologicos benéficos que se le atribuyen (Elleuch et al., 2011).

Dado que existen moléculas presentes en el café usado que migran al agua
durante el pretratamiento el ISA baja y es significativamente menor al de las demas
muestras. Por su parte la muestra tratada para reducir diterpenos con calentamiento
ohmico en lote usando el solvente B (CU-OHML-SB) disminuye su ISA hasta un

62.4 %, con respecto al CU, debido a que la mayor parte de las moléculas que
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interaccionan con el agua ya han migrado lo que deja a esta muestra con in ISA de
1.9 %. El ISA de la muestra tratada para reducir diterpenos de fibra de café usado
obtenida con calentamiento 6hmico en lote usando el solvente A (CU-OHML-SA) es
significativamente mayor con un valor de 62.3 % y no se debe a la naturaleza de la
muestra en si. Este efecto esta explicado por el solvente que queda retenido en la
muestra el cual no fue posible retirar y es altamente soluble. Esta solubilidad se
debe a la conformacion quimica en donde estan presentes atomos de hidrogeno y
oxigeno en el solvente que al interaccionar con el agua forma puentes de hidrogeno
solubilizandose en su totalidad (Steiner & Saenger, 1993). Este efecto también
explica que la CH de esta muestra sea significativamente baja con un valor de 1.10

ml /g.

La AE del café usado no es significativamente diferente a las demas muestras
excepto en el tratamiento CU-OHML-SB con un valor del 55.46%. Esto se puede
deber a que como se extrajeron los lipidos de esta muestra tiene mayor capacidad
de absorberlos viéndose reflejado en AE, EE y CRAc. La AE es la capacidad que
tiene un compuesto para formar una dispersion homogénea de dos liquidos o
emulsiones inmiscibles, mientras que la EE es la eficacia de una molécula para
mantener una emulsion termodinamicamente estable. Todos los tratamientos
presentan valores de EE superiores a otros materiales tales como frijol lima
(28.25%) (Betancur-Ancona et al., 2004), harina de semilla de papaya (58%),
mazorcas de maiz (80%) y paja de trigo (86.94%) (Kuan et al.,, 2011). Este
comportamiento esta directamente relacionado con el tipo de fibra y el porcentaje
de fibras solubles e insolubles en la composicion del material. Ademas, la fraccion
de proteina presente en los residuos juega también un papel importante en el
anclaje del resto de fibra a la interfaz de aceite o agua (Kuan & Liong, 2008). Las
muestras de café usado junto con los tratamientos aplicados tienen una actividad y
estabilidad de la emulsion con un gran potencial para ser utilizados como
emulsionantes en diferentes productos alimenticios, incluyendo bebidas, productos
lacteos, productos de panaderia, confiteria o en productos para la nutricion animal,
que requieren una larga estabilidad de la emulsion (Ballesteros et al., 2014).
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Tabla 10. Propiedades fisicoquimicas y tecnologicas del café usado, café usado posterior al pretratamiento, café usado
posterior al calentamiento éhmico en lote y semi-sélido y el café usado tratado con calentamiento 6hmico en lote y con

solvente (A o B).

Muestra pH CRA! ISA? CRAC? (o AE? EE2
(o{V) 6.28+0.07° 3.67+0.03° 5.11+0.13° 1.49+0.04° 423+0.15°¢ 50.95+0.39° 95.77 £+0.25°
P-CU 6.53+0.07% 4.12+0.02° 2.13+0.39¢ 1.68+0.15%° 458+0.06° 53.01+0.44°2" 97.40 +0.31 %
FCU-OHML 6.53+0.032 4.06+0.10° 2.18+0.46°¢ 1.63+0.092° 458+0.08°> 52.08+1.63° 97.42 +0.68
CU-OHMS 6.39+0.152 4.12+0.07® 5.95+0.70° 1.93+0.122 5.35+0.14® 50.25+0.35° 97.48 + 0.06
FCU-OHML-SA 6.42+0.05% 353+0.15° 62.33+0.452 1.36+0.09¢ 1.10+0.15¢% 50.71+0.47° 98.19+0.74°
FCU-OHML-SB 6.36+0.01%® 4.26+0.002 1.92+0.02°¢ 194+0.13@ 550+0.07@ 55.46+1.06° 89.23+1.21°¢

Los resultados se presentan como la media + la desviacién estandar de tres réplicas y estan expresados como: ! g de agua/g muestra seca; 2%; °g

de aceite/ g de muestra seca; *ml / g. Letras diferentes representan diferencia significativa con la prueba de TUKEY (a=0.0
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6.6 Contenido de sacaridos y azucares

En este trabajo no fue posible extraer e identificar la presencia de rafinosa,
arabinosa, verbascosa, estaquiosa, xilosa, fructosa, glucosa y maltosa en ninguna
de las muestras analizadas. Ballesteros et al., (2017) identificoO estos azucares y

sacaridos con la misma metodologia.

La manosa fue el Unico oligosacarido que se identificd, presentando un
contenido para el CU, P-CU, CU-OHML y CU-OHMS de 0.26, 0.17, 0.21 y 0.38
mg/g, respectivamente (Tabla 11). No se presentan diferencias estadisticamente
significativas entre estas, pero se nota que de CU a P-CU hubo una disminucion de
este azUcar. Posterior al tratamiento con OHML la concentracion de manosa
aumenta con respecto al P-CU. El tratamiento con CU-OHMS tiene un mayor
contenido de manosa con respecto al CU, P-CU y CU-OHML. Unicamente se
encontrd la sacarosa de los azucares en las muestras con un valor de 0.02 mg/g
para CU. Debido a esto se puede sugerir que durante el calentamiento 6hmico se
dafa la estructura del grano dejando expuestas moléculas tales como los sacaridos
y azucares. Las investigaciones sugieren que el campo eléctrico aplicado por OHM
provoca la electroporacion y posiblemente electrélisis de las membranas celulares.
La electroporacion celular se define como la formacion de poros en las membranas
celulares debido a la presencia de un campo eléctrico. Mientras que la electrélisis
descompone dicha membrana dada la corriente eléctrica continua. Como
consecuencia de ambos fenbmenos, se mejora la permeabilidad de la membrana y
la difusion de material a través de esta. Estos fendmenos de membrana provocan
un transporte de nutrientes mas rapido y mas eficiente al interior de la célula y
posiblemente permite el transporte de metabolitos al interior de la célula (Jaeger et
al., 2016; Knirsch et al., 2010). También se encontro lactosa en la muestra de CU-
OHMS, pero se sugiere que se debid a una contaminacién proveniente de la

cafeteria local de donde se recolectd la muestra de CU.
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Tabla 11. Contenido de sacaridos y azucares del café usado, café usado posterior al pretratamiento, café usado posterior al

calentamiento 6hmico en lote y semi-solido y el café usado tratado con calentamiento 6hmico en lote y con solvente (A o B).

Carbohidratos Muestra FCU-OHML CU-OHMS FCU-OHML-SA FCU-OHML-SB
Rafinosa ND ND ND ND ND ND
Arabinosa ND ND ND ND ND ND
Verbascosa ND ND ND ND ND ND
Sacaridos’ .
Estaquiosa ND ND ND ND ND ND
Xilosa ND ND ND ND ND ND
Manosa 0.26+0.11* 0.17+0.02°® 0.21+0.02* 0.38+0.23° ND ND
Fructosa ND ND ND ND ND ND
Glucosa ND ND ND ND ND ND
Azucares’ Sacarosa 0.02+0.01 ND ND ND ND ND
Maltosa ND ND ND ND ND ND
Lactosa ND ND ND 0.05+0.02 ND ND
Azucares totales? 3.10+0.33% 1.15+0.04°¢ 2.11+0.04% 248+0.10° 1.72+0.09¢ 2.69+0.16°2°
Azucares reductores? 1.25+0.07¢ 095+0.04¢ 1.17+0.01°¢ 1.93+0.14° 2.70+0.10% 0.72£0.06 ¢

Los resultados se presentan como la media + la desviacion estandar de tres réplicas y estan expresados como: * mg/g muestra seca; 2 mg glucosa

/ g muestra seca. Letras diferentes representan diferencia significativa con la prueba de TUKEY (a=0.05). ND: No detectado.
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El contenido de azlcares en los polisacaridos extraidos revela una diferencia
estructural entre el porcentaje de azlcares reductores con respecto al porcentaje
de azucares totales en todas las muestras. Esto se debe a que son principalmente
polisacaridos de cadenas largas, mientras que los azlcares recuperados en la otra
determinacion se componen en gran parte de oligosacaridos y / o polisacaridos de

cadena corta (Ballesteros et al., 2017)

Se esperaba encontrar manosa, galactosa, arabinosa y azucares de glucosa
en el material. Sin embargo, la eficiencia de la extraccién depende de diferentes
factores que incluyen la variedad de granos de café y su grado de tueste, relacion
sélida / liquido, solvente, temperatura y tiempo de extraccion, entre otros
(Ballesteros et al., 2017).

6.7 Determinacion proximal

La Tabla 12 muestra los carbohidratos como el componente principal del CU
(67.1%), este dato ya habia sido reportado por Campos-Vega et al., (2015). Se
observé un aumento significativo en el contenido de carbohidratos (4%) cuando CU
se somete al pretratamiento (P-CU, 69.8%). Ademas, se observa un aumento en el
contenido de fibra dietaria total (11.8%) en ese mismo paso, tal comportamiento es
explicado por la fibra dietética insoluble, que cambia de 51.38 a 57.15 % para CU y
P-CU, respectivamente. Se observa que la cantidad de fibra total de la muestra CU-
OHMS no presenta diferencia estadistica significativa con respecto al CU por lo que
se sugiere que usar Unicamente el calentamiento 6hmico (sin exceso de agua) no

permite un aumento en la concentracion de fibra dietaria total.

Ademas de la fibra dietaria la proteina también se concentra en la muestra
CU-OHML-SB pasando de 12.1 % (CU-OHML) a 14.2 %. El contenido de proteina
fue un poco mas alto porque el aceite residual en el CU-OHML se elimind después
de su extraccion con solvente. Estos resultados fueron similares a los descritos por
Berk (1992) donde la concentracion de proteina aumenté cuando se eliminaron la
mayoria de los componentes solubles no proteicos. Los productos antes y después
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de la extraccion de aceite se han comercializado como productos nutritivos para la

alimentacion animal (Bouafou et al., 2011).
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ohmico en lote y semi-sélido y el café usado tratado con los solventes Ay B.

Tabla 12. Composicién proximal del café usado, café usado posterior al pretratamiento, café usado posterior al calentamiento

Determinacién FCU-OHML CU-OHMS FCU-OHML-S1  FCU-OHML-S2
Proteinas 13.11+0.13% 12.41+0.06¢ 12.07+0.44°¢ 13.13+0.17° 4.18+0.01¢ 14.22 +0.01°
Grasa 13.60+1.01? 12.69+0.19%®° 11.93+0.31° 13.10+0.02* 2.88+0.19° 1.48+0.15 ¢
Carbohidratos 67.14+1.19° 69.82+0.12° 70.70+0.23° 68.21+0.27% 84.45+0.14° 77.30+0.11"
Fibra total 54.02+2.51% 60.39+0.14" 62.61+0.36° 57.08+0.42° 27.58+0.25°  79.57+0.47°2
Fibrainsoluble 51.38+2.05¢ 57.15+0.35° 59.66+0.18° 54.58+0.43°% 2350+0.29°  74.63+0.34°
Fibra soluble 2.64+0.45° 324+049%* 295+0.17° 250+0.85° 4.08+0.04% 4.94+0.13°
Cenizas 1.68+0.02® 1.30+0.10° 1.44+0.05%® 1.42+0.04*  0.24+0.11° 1.35+0.06"
Humedad 448+0.06° 3.78+0.09° 3.86+0.14% 414+0.07«  8.22+0.00° 5.59 +0.09 °
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seca. Letras diferentes representan diferencia significativa con la prueba de TUKEY (a=0.05). La proteina fue calculada con el factor de 6.25



La pérdida de componentes de bajo peso molecular tales como minerales,
vitaminas y azucares de las células de la planta en el agua puede ocurrir durante el
calentamiento del bafio SCG, lo que lleva a un aumento relativo en los contenidos
de fibra dietética, como lo sugieren Wennberg et al., (2006), explicando estos
resultados. Ademas, eso explica también el aumento estadisticamente significativo
de la muestra de CU-OHML-S2 de fibra dietaria total que esta representada por la
fraccidon insoluble ya parte importante de los lipidos presentes fueron extraidos.
Chantaro et al., (2008) reporta un efecto similar para la fibra dietética de la cascara
de zanahoria después de pasar por un escaldado. Curiosamente, CU-OHMS no

tuvo un efecto sobre los carbohidratos o el contenido de fibra dietética.

Con respecto a la humedad se observa que la muestra CU-OHML-SA es la
gue presenta el mayor valor con 8.2 % y es significativamente mayor con respecto
a las demas muestras. Ademas, esta misma muestra tiene un valor de cenizas (0.24
%) muy por debajo de lo mostrado para las otras muestras. Esto se puede explicar
por la naturaleza del solvente A, ya que no fue posible retirarlo de la muestra. Los
efectos de la humedad en la muestra se atribuyen a las propiedades del disolvente.
Este como tal puede retener particulas de agua que no pueden ser desprendidas
facilmente. Por lo tanto también se ve afectada la cantidad de cenizas ya que al
calcinar toda la materia organica, desaparece gran parte de este solvente y deja al

descubierto la poca cantidad de minerales (Nezarati et al., 2013).

6.8 Determinacion de fenoles totales, acidos fendlicos, cafeina y capacidad

antioxidante.

El CU presenta la mayor cantidad de fenoles totales (Tabla 13), seguido de
CU-OHMS que presenta una disminucion con diferencias significativas. En tercer
término, se encuentran las deméas muestras de P-CU, CU-OHML y CU-OHML-SB y
con la cantidad de fenoles mas baja esta la muestra tratada con el solvente B CU-
OHMLS-SB. El CU en todas las muestras lleva un proceso térmico que se lleva a
cabo mediante el calentamiento 6hmico para la extraccion de la fibra dietaria

antioxidante y la posible retencién de algunos fenoles en el filtrado después de éste.
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Asi como el pretratamiento que también calienta agua y el OHMLS también lleva un
proceso térmico que pueda afectar la integridad de estos compuestos y por la
solubilidad de estos compuestos en aquellos tratamientos que ocupan agua. Los
resultados presentados en este trabajo con respecto al CU no concuerdan con lo
reportado por Vazquez-Sanchez et al., (2016) y Oseguera-Castro, (2017). Pero si
concuerdan para la muestra de CU-OHML. No se tiene reporte alguno con respecto
a la muestra P-CU, CU-OHMS vy ni las tratadas con los solventes para disminuir los
diterpenos. Las diferencias encontradas con lo encontrado por otros autores se
pueden atribuir a distintos factores como al método de extraccion utilizado para la
obtencion de cada la muestra, al origen del café usado y a los procesos de
extraccidon y medicion de la técnica utilizada para la determinacion (Conde y
Mussatto, 2016; Bravo et al., 2012 y Cruz et al., 2012).

Con respecto a los compuestos fendlicos identificados por UPLC-MS/MS fue
posible identificar cafeina y los acidos clorogénico, cafeico, gélico, protocatecuico y
ferulico. El acido clorogénico es el compuesto mayoritario en todas las muestras
siendo para el CU la que tiene el mayor contenido de este compuesto. Posterior a
los tratamientos aplicados en el CU se nota una disminucion significativa. Estos
resultados difieren de lo reportado por Vazquez-Sanchez et al., (2016) parael CUy
CU-OHML. Pero concuerda con lo reportado por Lopez-Barrera et al., (2016) para
la muestra de CU. Si bien ambos trabajos citados no utilizaron un UPLC-MS/MS
sino méas bien un HPLC-DAD, el método de extraccion y procesamiento de las
muestras fue el mismo por lo que la diferencia de ambas instrumentaciones a nivel
cromatografico son la alta especificidad y sensibilidad a de la espectrometria de
masas por lo que con esta tecnologia pudieran verse trazas de las moléculas

buscadas (Bandeira et al., 2013).

La disminucién de los compuestos fendlicos y cafeina por los tratamientos
térmicos y/o la cantidad de agua utilizada puede ser explicado por lo reportado por
Mayanga-Torres et al., (2017) que menciona que, para temperaturas superiores a

25 ° C, la constante dieléctrica del agua disminuye monétonamente en el punto
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critico. Como resultado de la constante dieléctrica reducida, la capacidad de
solvataciéon del agua se aproxima a la de los disolventes organicos, lo que aumenta
la solubilidad en agua de los compuestos organicos como los fenoles.
Simultdneamente, el agua se vuelve méas agresiva quimicamente al aumentar la
temperatura. Las condiciones agresivas tienen el efecto de abrir la estructura de
biomasa para mejorar el rendimiento de extraccion de fenol y las propiedades
guimicas cada vez mas agresivas del agua, posiblemente combinadas con acidos
organicos formados por la degradacion de carbohidratos, parecen dar como
resultado una disminucién del rendimiento de compuestos soluble al aumentar la
temperatura la degradacion del compuesto fendlico se vuelve cada vez mas rapido

a altas temperaturas.

La capacidad antioxidante determinada por ABTS muestra que el CU tiene la mayor
capacidad antioxidante (83.1 mg Eq. Trolox/g) y se tiene una disminucién cuando
se analiza la muestra CU-OHML, lo que concuerda con lo reportado por Osceguera-
Castro, (2017). Pero se recalca que esa pérdida de capacidad antioxidante sucede
desde el P-CU (33.4 mg Eq. Trolox/g) la cual puede ser atribuida a los tratamientos
térmicos y solubilidad. Las diferencias de resultados con respecto a esta
determinacion que pueden observarse de otras fuentes para este material pueden
deberse a la diferencia de solventes utilizados para la extraccion de los
antioxidantes de la muestra previo al analisis de la capacidad antioxidante de la
muestra. Por su parte los valores obtenidos por la técnica de DPPH no muestran
diferencias significativas para en los tratamientos que no incluyeron el uso de los
solventes Ay B (CU, P-CU, CU-OHML/OHMS) y concuerdan con lo reportado por
Osceguera-Castro, (2017).
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Tabla 13. Determinacién de fenoles totales, acidos fendlicos por UPLC-MS/MS, cafeina y capacidad antioxidante por ABTS

y DPPH en café usado posterior al pretratamiento, café usado posterior al calentamiento 6hmico en lote y semi-sélido y el

café usado tratado con los solventes Ay B.

Determinacién FCU-OHML CU-OHMS FCU-OHML-SA FCU-OHML-SB

Fenoles totales* 143.26 £ 13.15° 31.63+3.02°¢ 29.156 +2.80 ¢ 117.75+12.81° 7.133+0.18¢ 35.53+1.45°¢

Ac. clorogénico? 8.97+0.11° 2.39+0.03°¢ 3.05+0.12°¢ 4.93+0.06° 0.43+0.01¢ 3.11+0.04°¢

Ac. cafeico? 0.19+0.00° 0.04 +0.00 ¢ 0.05+0.00 ¢ 0.10+0.00° 0.004 +0.00 0.03+0.00°¢

Ac. galico? 0.03+0.00° 0.003 +0.00 ¢ 0.005 +0.00 © 0.01+0.00° ND 0.005 +0.00 ©
2:(;tocatecuicoz 0.07 +0.00° 0.07+0.00 ¢ 0.08 +0.00? 0.04+0.00 ¢ 0.006+ 0.00 © 0.04+0.00 ¢

Ac. ferulico? 0.004 +0.00? 0.001 +0.00 « 0.001 +0.00 ¢ 0.002+0.00° ND 0.001+ 0.00 ¢
Cafeina? 1.00 +£0.02 2 0.19+0.00 ¢ 0.26 +0.00 0.43+0.01° 0.05+0.00f 0.01+0.00°¢
DPPH3 139.83 + 14.81° 137.49+5.032 136.20+6.41° 148.50+4.21° 17.52+1.74°¢ 87.06 +4.13°
ABTS? 83.08 + 7.35° 33.36+1.91° 38.18+8.82°¢ 77.24+12.26% 25.92+0.24°¢ 49.34 +4.87

Los resultados se presentan como la media + la desviacion estandar de tres réplicas y estan expresados en: 'mg Eq. Acido gélico/g muestra, 2 mg /

g, 3umol Eq. Trolox / g por gramo de muestra seca. Letras diferentes por renglon representan diferencia significativa con la prueba de TUKEY (a=0.05).

ND: no detectado.
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Una vez que los lipidos fueron retirados se puede ver que la capacidad
antioxidante disminuye de manera significativa en las dos muestras tratadas con
ambos solventes, siendo el solvente B el que deja mayor capacidad antioxidante a
la muestra comparada con la del solvente A. Es posible que moléculas lipofilicas
interfieran en la respuesta de la capacidad antioxidante utilizando esta técnica. La
alta capacidad antioxidante del café se atribuye a la presencia de compuestos
fendlicos y otros compuestos generados por la reaccion de Maillard durante el

tostado (Lopez-Barrera et al., 2016; Panusa et al., 2013).

6.9 Caracterizacion microestructural por microscopia electrénica de barrido

Con la finalidad de conocer la estructura y modificaciones a nivel
microscopico de las muestras de CU y todos sus tratamientos se utilizo la
microscopia electrénica de barrido para generar imagenes de alta calidad y ver las

modificaciones superficiales.

780x

6800x

Figura 4. Imagenes Microscopia electrénica de barrido: A) CU, B) P-CU, C) FCU-OHML, D) OHMS. A 700X y
6800X.
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Se observa que el CU contiene un grano con poros limitados, P-CU mantiene
el mismo tamafo de particula, pero se observa mayor porosidad, una especie de
huecos vacios. Y los tratamientos con calentamiento éhmico parecen dafiar la
estructura del grano pudiendo estar ocasionando una electrdlisis. La densidad de
corriente (dependiendo de la geometria del electrodo), la frecuencia y el material del
electrodo (con tendencia especifica a oxidarse) son particularmente importantes con
respecto a la magnitud de posibles reacciones electroquimicas en los electrodos
que conducen a la electrdlisis del producto y a la erosiéon de los electrodos (Jaeger
et al., 2016).

Estas modificaciones se relacionan con los resultados de capacidad
antioxidante, compuestos fendlicos, contenido de fibra dietaria y propiedades
tecnoldgicas. Con las micrografias se pueden explicar los fendmenos de transporte
de nutrientes solubles que migran al agua y la electroporacion junto con la
electrdlisis. P-CU fue es el tratamiento donde Gnicamente se usa exceso de agua y
sin calentamiento 6hmico, la micrografia muestra mayor porosidad del grano, pero
el mismo tamario de particula (no se rompe) por lo que se relaciona con la migracién
de nutrientes que dejan expuestos los huecos (poros) una vez separada el agua.
Por otra parte, los tratamientos que incluyen calentamiento 6hmico (CU-OHML, CU-
OHMS) muestran un tamafio de particula menor por lo que se sugiere que se estan

rompiendo, independientemente si el tratamiento lleva un exceso de agua o no.

6.10 Estudio piloto

El estudio consisti6 en la participacién de 14 adultos con edad de 29.00 + 4.28
afnos. Este grupo de personas consumieron galletas afiadidas con 5g (por 45 g de
galletas) de fibra dietaria de café usado con calentamiento 6hmico tipo lote y tratada
con el solvente B que ayudo a reducir los diterpenos (CU-OHML-SB); ademas esta

muestra es la que presentd mayor contenido de fibra dietaria total.
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Las variables que se tomaron en cuenta para este estudio fueron el peso (kg),
circunferencia de cintura (cm), IMC (kg / cm?3), grasa (kg), musculo (kg) y colesterol
total en plasma (mg / dL) (Tabla 14). Gémez-Castrejon., (2017) y Osceguera-
Castro., (2017) realizaron un estudio clinico con respecto al consumo de este tipo
de fibra dietaria de café usado (CU-OHML), sin retirar los diterpenos. Los resultados
revelaron mejorar en los participantes pardmetros gastrointestinales,
cardiovasculares como una disminucién de trigliceridos, aument6 la capacidad
antioxidante en plasma, entre otras. También se observdé un aumento en el
colesterol total. En promedio este aumento no rebasé los valores normales (superior
a 200mg / dL). Como ya se mencioné anteriormente Urgert & Katan., (1996) y mas
recientemente Eloy et al., (2010) han evaluado el efecto del consumo de cafestol y
kahweol en humanos y se observé que el consumo de estas moléculas con una
dosis de 10 mg diariamente puede aumentar el colesterol total en sangre alrededor
de 5.0y 0.9 mg / dL. Con la muestra de CU-OHML-SB que tiene 1.49 y 1.38 mg/g
de cafestol y kahweol respectivamente, se encuentra por debajo de lo reportado

para aumentar el colesterol sérico.

Los resultados demuestran que para ninguna de las variables medidas se
identifican diferencias estadisticas a pesar de que se ve una disminucion en
promedio del colesterol total en sangre de los participantes, el cambio no presenta
significancia estadistica. Con esta evidencia se puede decir que el consumo de esta
fibra dietaria antioxidante del café usado baja en diterpenos cafestol y kahweol 1.49
y 1.30 mg/g, respectivamente, contenidos en la fraccion lipidica, es segura para
consumo humano y no altera el colesterol total en plasma. Cabe sefialar que se

requieren estudios adicionales para afirmar estos resultados.
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Tabla 14. Variables del estudio piloto basales y finales

N=14

Variable Basal Final Cambio
Peso (kg) 67.01+9.76* 66.57+9.74® -0.58+0.87
Circunferencia de cintura (cm) 80.76 +6.94% 80.34+6.882 -0.51+0.79
IMC (kg/cm?) 23.72+2.75° 2355+2.71® -0.25+0.29
% Grasa 27.21+7.14% 26.89+6.87°* -0.98+1.18
Grasa (kg) 18.10+4.87® 17.71+4.43% -0.79+0.93
% Musculo 31.76 £6.27% 31.68+6.10® -0.82+0.70
Musculo (kg) 21.51+6.25% 21.34+6.22® -0.59+0.43
Colesterol total (mg/dL) 172.2+14.8° 167.6+15.0° -6.29+5.01
Edad (afios) 29.00 £ 4.28

ANOVA y Media + ES.

7. CONCLUSIONES

La caracterizacion quimica del CU y de todos los tratamientos a los que fue
sometido dieron informacion importante para poder explicar los fendbmenos que se
presentaban entre tratamientos cuando se extrae la fibra dietaria antioxidante del
café usado mediante OHM. Se desconocia la caracterizacion del P-CU que
demuestra que es el responsable mayoritario de concentrar la fibra y no se pudo
concentrar la fiora en OHMS Unicamente este tratamiento demuestra que las
moléculas presentes en el grano al ser electrolizado son expuestas. Y se confirma
gue el OHM ya sea en lote o semi-solido fragmenta la matriz celular del material.
Fue posible disminuir la cantidad de diterpenos y aceite del CU-OHML en un 80%
con el solvente B. Si bien el solvente A también demostré reducir las moléculas
lipofilicas pero la cantidad de fibra dietaria disminuye por lo tanto usar el solvente A
no es un método viable para seguir siendo aplicado. El estudio clinico muestra
evidencia de que la cantidad de diterpenos resultante en la fibra es segura para
consumo humano ya que no aumento en ninguno de ellos la cantidad de colesterol

en plasma. Sin embargo, se sugiere un estudio con mayor cantidad de sujetos para
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establecer este dato. Esta informacion sugiere que el CU-OHML-SB brinda un
ingrediente seguro, nutritivo y funcional para su inclusion en la industria de

alimentos.
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