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RESUMEN

El café usado (CU), un subproducto de la industria del café, tiene un gran contenido
de macro/micronutrientes y fitoquimicos funcionales. Particularmente ha llamado la
atencion la fibra dietaria del CU, la cual estd compuesta en su gran mayoria por una
porcion insoluble y minimamente por una parte soluble. Se ha demostrado que esta
fibra tiene capacidad antioxidante y tiene gran potencial quimiopreventivo para el
cancer de colon, esto debido a los productos del metabolismo del microbiota
colonico, entre ellos los acidos grasos de cadena corta. Asi mismo se sugiere que
la utilizacion de esta fibra por la microbidta colénica pudiera estar teniendo un efecto
modulador sobre las distintas subpoblaciones bacteriana al igual que la regulacién
del reloj circadiano. El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto in vitro de la fibra
antioxidante de café usado (Coffea arabica L.) sobre la composicion del microbiota
coloénico humana, el metabolismo de compuestos antioxidantes y fibra. Para ello se
llevé a cabo la siguiente metodologia: se dio un pretratamiento al CU, y mediante
calentamiento 6hmico (CU-OH) que ayudo a concentrar. la fibra dietaria,
posteriormente se redujo los diterpenos de la muestra (< 1-1.5 mg. g1). La fibra de
café usado baja en diterpenos (FCUBD), las diferentes muestras obtenidas fueron
caracterizadas (proximal, fibra dietaria, composicidén. nutracedtica y actividad
antioxidante) ABTS y DPPH. Posteriormente se realiz6 una simulaciéon de la
digestidon gastrointestinal in vitro, acoplada a una membrana de dialisis. La fraccion
no digerida del CU y FCUBD, fue sometida a la fermentacién colénica in vitro,
usando un inoculo fecal humano; El perfil de metabolitos microbianos (incluyendo
los AGCC) derivados de la fermentacion colénica simulada se realiz6 por HS-
SPME/GC-MS. La FCUBD tuvo el doble de fibra con respecto al CU (53.1 vs 25.6
mg. g1); sin embargo, los compuestas fendlicos (34.1 vs. 162.0 mg EAG.gY) y la
capacidad antioxidante [278 vs. 1274 (ABTS), 382 vs. 3152 (DPPH)] disminuyeron.
La fermentacion coldnica in vitro mostro una mayor produccion de acidos grasos de
cadena corta para la FCUBD que para el CU en general, teniendo un mejor
rendimiento de esto a las 6 horas de fermentacion (3.59; 2.16 y 1.45 umol Eq.g™)
para acético, propionico y butirico, tenido un mejor rendimiento del con respecto al
CU (0.00: 0.00; 0.76_umol Eqg/ gr de muestra). FCUBD mostro ser un ingrediente
fermentable por la microbiota colonica, o que pudiera ocasionar un ajuste de las
poblaciones microbianas con un consumo frecuente de este ingrediente alto en fibra
con actividad antioxidante

Palabras clave: Acidos grasos de cadena corta, café usado, fibra de café usado
baja en diterpenos, microbiota colonica.



SUMMARY

The spent coffee ground (SCG) is a by-product of the coffee industry, has a high
container of macronutrients, micronutrients and functional phytochemicals.
Particularity has attracted attention to the dietary fiber on the SCG. This is compound
it's the major portion by insoluble part and minimum by soluble part. Fiber has been
shown to have the antioxidant capacity and can be to help with the prevention of
colonic cancer. This due to the production of short-chain fatty acids (SCFAS).
Likewise, can suggest the utilization of this fiber by the human gut could be having
a modulation effect about different sub-families bacterial like regulation of the
circadian clock. The objective of this investigation is the evaluation effect in vitro of
antioxidant dietary fiber from the spent coffee ground (Coffea arabica L.) about the
composition of the human gut, the metabolism of antioxidants compounds and fiber.
For them make to do the next methodology: will be given to spent coffee ground a
pretreatment and about ohmic heating increment the dietary fiber concentration,
subsequently decreased the amount diterpenes on the sample (= 1-1.5 mg. g1); The
dietary fiber from Spent coffee ground low on diterpenes (DF-SCG). The different
samples were submitted to proximal analysis, following of nutraceutical
determination; evaluated the antioxidant activity through the methods DPPH and
ABTS. Subsequently to do a simulation of in vitro gastrointestinal digestion coupled
to a dialysis membrane. The undigested fraction was subsequently subjected to in
vitro colonic fermentation, where a human fecal inoculum was used; Subsequently,
using molecular techniques, the effect of this fraction on the microbial profile and the
production of short-chain fatty acids and their derivatives was determined by HS-
SPME/GC-MS. Results, DF-SCG show to the doble content of carbohydrates with
respect to SCG (53.1 vs 25.6 mg/gr); However , the phenolics compound (34.1 vs.
162.0 mg EAG.g-1), and antioxidant capacity [278 vs. 1274 (ABTS), 382 vs. 3152
(DPPH)], decreased significantly. Colonic fermentation in vitro show to a major
production of SCFAs for to DF-SCG that SCG that SCG in general, having a better
yield of these to 6 hours of fermentation (3.59; 2.16 y 1.45 umol Eqg/ gr/ sample) for
acetic, propionic and butyric having a better yield with respect to SCG (0.00: 0.00;
0.76 umol Eq/ gr/ sample). DF-SCG showed to be a fermentable ingredient by
human gut, that can be modulated microbial populations with a frequency consumer
of this ingredient high on fiber and antioxidant capacity.

(Key Word: Human gut, spent coffee ground, diterpenes, short chain fatty acids)
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1. Introduccién
El café es una de las bebidas mas consumidas a nivel mundial. El proceso al

cual se somete el grano de café para preparar esta bebida es muy importante,
teniendo especial importancia el tostado ya que en él se desarrollan las
caracteristicas de sabor (Wei et al., 2012). Sin embargo, esta bebida solo se
obtiene del grano molido y filtrado, por lo que, la mayor parte de la planta es
desechada. Actualmente, se han dado pocos usos econémicamente viables a
este residuo biolégico, por lo que dichos materiales se han considerado como
un contaminante ecolégico (Dorsey & Jones, 2017).

Uno de los subproductos que méas genera esta industria es el café usado
(CU), el cual se recupera de los filtros de las cafeteras posterior a la obtencion
de la bebida. EI CU al ser rico en diferentes nutrientes, asi como minerales, tiene
un alto potencial de aplicacion para la industria alimentaria, farmacéutica y
cosmética, siendo la fibra dietaria y los compuestos fendlicos asociados dos de
sus componentes funcionales de mayor importancia (Jiménez-Zamora,

Pastoriza, & Rufian-Henares, 2015).

Por otra parte, diversas enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT)
como la diabetes mellitus tipo 2, son las principales causas de mortalidad a nivel
mundial. Segun la organizacion mundial de la salud este padecimiento
aumentara hasta 52 millones para el 2030, mientras que padecimientos como la
obesidad estan alcanzando niveles epidémicos, representando un problema a
nivel mundial. El bajo consumo de fibra, el estilo de vida sedentario, ademas de
un consumo excesivo de calorias, conducen a la obesidad lo cual provoca un

estado inflamatorio crénico (Martinez-Saez & del Castillo, 2019).

México se encuentra entre los primeros paises con mayor indice de obesidad
y diabetes tipo 2. Lo anterior se atribuye principalmente al tipo de dieta que se
lleva en el pais. La obesidad inducida por la dieta y el estilo de vida se ha
asociado con un aumento de 30 a 70 % en el riesgo de cancer de colén en los
hombres y esta relacionada con los cambios en la microbiota intestinal. Los

cambios hacia un equilibrio en la composicion de la microbiota intestinal pueden

1



ayudar a disminuir el peso corporal, inhibir la inflamacion y mejorar la
permeabilidad intestinal (Ohland & Jobin, 2014; Sharon et al., 2014). Se ha
demostrado que una dieta alta en fibra favorece a la salud del colon, ya que es
el sitio de fermentacion de la misma por el microbiota residente, generandose
acidos grasos de cadena corta (AGCC), entre otros metabolitos, los cuales son
aprovechados por el epitelio intestinal para mantener su estructura y funcion,
evitando la posible generacion de cancer de colon (Manrique Vergara &

Gonzélez Sanchez, 2017).



2. Antecedentes
2.1Generalidades del café

La palabra “café” proviene del arabe Quahweh y hoy en dia en diferentes
paises se utiliza esta palabra para referirnos a la bebida. En la antigiiedad los
efectos estimulantes del café eran bien conocidos por los arabes quienes fueron los
primeros en realizar plantaciones en regiones de Kaffa en Etiopia.
Taxonomicamente, el café es una importante planta de la familia rubiaciaea
subfamilia Cinchonoideae y tribu Coffeae e incluye méas de 400 génerosy de 4800
a 5000 especies. Este se da principalmente en zonas tropicales a 21°Cy a los 1,900
metros sobre el nivel del mar. El grano de café se cosecha a mano y se seleccionan
los frutos maduros de los verdes, al igual que los muy humedos de los muy secos.
Los granos se secan por separado para no afectar la calidad del producto final
(Murphy & Naidu, 2012).

El café es una de las bebidas mas populares en el mundo, hecho que eleva
su valor comercial a nivel internacional (Sanchez et al., 2018). A mediados del siglo
XVI el café tomo un papel importante dentro de los consumidores quienes adoptaron
este producto como de uso comun. El café paso de ser un producto puro a una
bebida especializada, la cual va ganando terreno en el mercado e importantes
empresas han extendido su disponibilidad en casi cualquier parte del mundo.
Ademas de su consumo a granel en muchos paises, ahora se sabe que el consumo
constante de esta bebida tiene efectos benéficos para la salud (Dorsey & Jones,
2017)

Desde un punto de vista comercial, el café proviene de dos especies que
juntas comprenden casi toda la produccion mundial. La primera es Coffea arabica
L. también llamada arabica; esta se origind en las tierras altas del noroeste de
Abisinia y sureste de Sudan, fue utilizada por primera vez por los pueblos arabes
alrededor del mar rojo (Yemen). Actualmente se producen 5.1 millones de toneladas
al afio, teniendo un mayor valor en el mercado. La segunda especie Coffea
canephora Pierre ex Froehner var. Robusta llamada “robusta”, puede encontrarse

ain de forma salvaje en las costas tropicales de Africa central. Esta se puede



producir a menor altura y en condiciones de mayor humedad debido a su
adaptabilidad; a pesar de que su produccion es mas econdmica no es tan valorado
en el mercado y al afilo se producen cerca 3.6 millones de toneladas (Colzi et al.,
2017).

El fruto del café o cereza esté constituido por diferentes secciones las cuales
consisten, en su capa mas externa, por una piel llamada pericarpio la cual puede ir
de la tonalidad verde a roja, amarilla o naranja, dependiendo de la especie y su
estado de madurez. Seguido de esto podemos encontrar el mesocarpio, este
presenta un color amarillento, fibroso y dulce. En la tercer capa se encuentra el
mucilago el cual tiene una consistencia traslicida, delgada, incolora, viscosa y
altamente hidratada; luego encontramos un endocarpio - delgado de color
amarillento y finalmente la piel plateada, la cual cubre cada hemisferio del grano

llamado endospermo Figura 1 (Esquivel & Jiménez, 2012).

Grano de Café

Mucilago

Pulpa

Endospermao

——_| Piel plateada

Cascara

Endocarpic.

Figura 1 Capas del fruto del café ( Modificado de: Esquivel & Jiménez, 2012).



El café es conocido por contener un estimulante del sistema nervioso central:
la cafeina (Esquivel & Jiménez, 2012). Pero para poder ingerir la bebida, el grano
tiene que pasar por un proceso de tostado, el cual va a producir una serie de
reacciones, seran importantes para el desarrollo del olor, sabor, color y textura
caracteristicas de la bebida (Wei et al., 2012). Ademas de estas caracteristicas, el
proceso de tostado ayuda a la produccion de compuestos antioxidantes, los cuales
han demostrado ser potencialmente benéficos para la salud, ademas de contener
compuestos importantes como carbohidratos, lipidos, entre otros  (Vazquez-
Sanchez et al., 2018).

2.2 Produccién

La produccion de café a nivel mundial es muy.importante, ya que mas de 80
paises lo producen y solo el petréleo se produce mas que este. Esta agroindustria
tuvo un crecimiento del 27 % entre 2005 y 2015 (Campos-Vega, Loarca-Pina,
Vergara-Castaneda, & Oomah, 2015). Mas de 25 millones de pequefios
productores a nivel mundial depende del café para subsistir: Brasil, Vietnam y
Colombia representan mas del 50 % de la produccién de este y se estima que mas
de 2.25 mil millones de tazas de café son bebidas todos los dias (Murphy & Naidu,
2012). Europa es el continente que mas consume café con un 33 % de la produccién
mundial, seguido de Asia'y Oceania con un 21.7 % y en ultimo lugar esta Centro
América y México quienes solo consumen el 3.2 % de la produccion mundial (ICO
2017).

Segun los ultimos datos, en el 2018-2019 se produjeron 102,561 toneladas
de café a nivel mundial, el mayor productor fue Brasil, el cual produjo en el dltimo
afo 3,775 toneladas de café lo que representa el 36.8 % de la producciéon mundial.
México ocupa el sexto lugar en produccién de café en Latino América, con una
produccion 261.8 toneladas de café entre 2018 — 2019 , lo que representa un 2.55
% de la produccion mundial y un 5.8 % de crecimiento en su produccion anual (ICO,
2020) (Figura 2).
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Figura 2. Produccion mundial de café, en miles de toneladas al afio (ICO, 2020).

2.3 Subproductos del café

La industria del café es una de las méas importantes a nivel mundial, pero al
mismo tiempo es una de las que mas produce desechos. Se estima que cada afio
esta produce mas de 2 billones de toneladas de subproductos generados a partir

del procesamiento de los granos de café (Jiménez, Pastoriza, & Rufian, 2015).

Esto ocasiona un problema a los paises con mayor produccién de café como
los son: Brasil, Vietham, indonesia y Colombia, ya que no solo es un desecho
industrial, sino que ecolégicamente genera un impacto ambiental. Estos cuatro
paises producen mas 6 mil toneladas de café al afio, lo que representa cerca de
218 mil toneladas de subproductos, ocasionando por la descomposicién gases con
efecto invernadero (Dorsey & Jones, 2017).

La nueva aplicacion en la gestion de residuos industriales vino a revalorizar
los desechos generados por esta industria, ya que el rescate para su utilizacién ha
generado un manejo sustentable de los mismos. Los tratamientos a través de los

cuales son procesados estos subproductos permiten la recuperacion de sustancias



benéficas para la salud, como antioxidantes naturales, agentes antimicrobianos y
vitaminas, dandoles un valor agregado a estos productos. También se han logrado
obtener: enzimas, celulosa, almidon, lipidos, proteinas y pigmentos. Todos de gran
interés a la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria (Murthy & Naidu, 2012b).
La industria del café es muy diversa, el procesamiento del café generalmente se
puede describir en los siguientes pasos: sembrar, cosechar, procesar las cerezas,
secar, comercializar, tostar, moler y finalmente elaborar la bebida. Es importante
mencionar que la mayoria de los fitoquimicos y nutrimentos que promueven la salud
se encuentran en la cereza del café y el 90 % de la cereza se desecha durante el
procesamiento (De Hond et al., 2018). El medio por el cual se procesa el café,
genera principalmente 4 subproductos: pulpa de café, cascara, piel plateaday CU,
todos ellos con propiedades nutricionales importantes. Por |0 anterior estan siendo
investigado con la finalidad de generar, ingredientes de valor agregado a diferentes
alimentos (Janissen & Huynh, 2018a). La composicién quimica de los diferentes

subproductos del café sé muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion quimica de los subproductos del café.

Composicion (%) Pulpadecafé Cascara Piel plateada Café usado
Carbohidratos 44-50 35 21-32 82
Lipidos 5.2 5.2 2-10 6
Proteinas 10-12 9.2 7-15 13.6
Minerales - 10.7 - 1.6
Fibra 18-21 30.8 62.4 60.5

Con informacion de : (Esquivel & Jiménez, 2012; Campos-Vega,et al., 2015; Janissen & Huynh,
2018a).



2.4.1 Café usado

El CU es resultado del percolado, con agua caliente, del café tostado y
molido. Al afio se genera cerca de 6 millones de toneladas de este residuo y no se
consideraba de interés comercial (Dorsey & Jones, 2017). Este subproducto era
raramente investigado, ya que se consideraba un desecho; sin embargo, en la se
ha presentado un incremento en las publicaciones que exploran los beneficios que

se pueden obtener a partir de su utilizacion (Campos - Vega et al., 2015).

El CU, es un subproducto de composicion fina, con una alta carga organica
y muy humedo, por lo cual origina una gran contaminacion, debido a la gran
demanda de oxigeno que requiere para su descomposicion (Jiménez-Zamora et al.,
2015). Inicialmente la composicién del CU hizo que se destinara a la produccion
de biocombustibles, siendo Brasil uno de los principales productores (Jenkins,
Stageman, Fortune, & Chuck, 2014).

En Taiwan en el afio 2009, debido a su alto contenido organico, como los
carbohidratos, proteina, fibra, cafeina, polifenoles, taninos y pectinas, el café usado
era comercializado como alimento. para los animales, acondicionador del suelo y
fertilizante organico o se reutilizaba ain mas como una materia prima potencial,
para realizar productos mas utiles como enzimas, acidos organicos, saborizantes y
aromatizantes (Tsai, Liu, & Hsieh, 2012). Este subproducto, al ser rico en diversos
nutrimentos, ha sido propuesto recientemente como un nuevo ingrediente funcional,
con el potencial de ejercer beneficios a la salud, como terapia para pacientes con
obesidad o con un efecto protector anticancerigeno, producto de la digestién de

estos compuestos (Vazquez-Sanchez et al., 2018).

2.5 Composicion quimica del café usado

La composicion quimica de los diferentes subproductos del café varia
dependiendo de los procesos por los cuales atraviesa el grano de seco a himedo y
del tostado a la elaboracién de la bebida. Cada uno de estos procesos va a originar
pequefios cambios en la concentracion de sustancias quimicas (Janissen & Huynh,
2018).



Los carbohidratos contenidos en el CU representan cerca del 50 % del peso
total, encontrandose hasta un 46.8 % de manosa, un 30.4 % de galactosa, un 19 %
de glucosa y un 3.8 % de arabinosa, siendo los mananos, los principales
polisacaridos (Pérez-Bustillo et al. 2019). Las variaciones en las cantidades de
polisacaridos contenidos en el CU podrian deberse a los métodos de extraccion
empleados sobre la matriz o la variedad de grano utilizada. La hidrdlisis de los
mananos origina en la matriz un alto contenido de manooligosacaridos, de los
cuales los principales componentes son manobiosa, manotriosa y manotetraosa.
Estos estimulan el crecimiento de bifidobaterias, ademas de favorecer la
disminucién de la grasa visceral en humanos por consumo de café (Campos-Vega
et al., 2015).

La proteina contenida en los granos de CU, al igual que los carbohidratos, va
a depender del proceso previo y el método de extraccidén que se le haya dado a la
matriz para la elaboracion de la bebida, este contenido puede representar hasta el
10 % del peso seco (Kovalcik, Obruca, & Marova, 2018).

Algunos autores han reportado, la cantidad de proteina que puede llegar a
tener el CU; si a este se le da un tostado medio o un tostado oscuro, la concentracion
de proteina puede ir de 15.9 a 11.2 %. Debido a esto podemos confirmar, que
efectivamente, el proceso dado a la matriz tiene una influencia directa en la
composicion final del CU (Lopez-Barrera, Vazquez-Sanchez, Loarca-Pifa, &
Campos-Vega, 2016):

La_concentracion de lipidos que pueda llegar a tener el CU depende del
proceso-que se le haya dado ya sea, tostado, secado e inclusive el método de
extraccion de la bebida. Al igual que los dos compuestos anteriores se puede ver
diferencias dependiendo de los procesos; se han reportado intervalos de 10 hasta
un 27 % de contenido lipidico, el cual puede variar ya que con extraccion de éter ha
llegado hasta 29 %, o de 7 a 13 % de peso seco en suspension de heptano durante
3 horas. Comercialmente el heptano al 99.5 % ha sido usado para recuperar aceite
a nivel industrial de los granos de CU, lo que ha dado un rendimiento de cerca de

26 %; sin embargo, aun no hay muchos usos comerciales que se le hayan dado a
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este tipo de aceite (Campos-Vega et al., 2015). De igual manera se han hecho
estudios en el contenido lipidico tanto en el grano con tostado medio como el tostado
oscuro obtenido valores de 15.1y 15.3 % respectivamente por gramo de CU, con
lo cual pone de manifiesto que todo los cambios fisico-quimicos aplicados a la

matriz influirdn en su contenido final (Lopez-Barrera et al., 2016).

Por otra parte, las plantas tienen los elementos necesarios para poder-captar
los diferentes minerales para obtener de ellos moléculas organicas para su
crecimiento (Campos-Vega et al.,2014). El café presenta un contenido variado de
minerales, de estos se han reportado concentraciones totales de 0.82 a 3.52 %, de
los cuales destaca el K, encontrandose también Mg, P, Ca, Na, Fe, Mn y Cu(
Campos-Vega et al., 2015) (Tabla 2).
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Tabla 2. Composicion quimica del café usado (%)

Proteina Lipidos Carbohidratos Fibra total Fibra Insoluble  Fibra Soluble Autor
17.99 £ 0.23 16.54 £ 0.43 59.02 £ 0.02 51.54 +2.40 50.82 + 2.48 0.71+2.09 (Hernandez-Arriaga, Dave Oomah, &
Campos-Vega, 2017hb)
158+0.1 157+0.1 62.5+0.2 48.2+1.6 42.9+1.07 22+0.2 (Lopez-Barrera et al., 2016a)
13.6+1.3 16+0.3 71.4+6.3 54.6+4.3 47.1+29 6.3+1.0 (Jiménez-Zamora et al., 2015)
16.2 £ 0.20 10.10 £ 0.10 57.40 £0.30 53.9+0.10 52.8 £ 0.00 1.10£0.10 (Garcia-Gutiérrez, et al., 2017)
16.3+0.6 121+14 69.4+£2.2 57.8+£1.0 56.8+ 1.0 0.8+1.0 (Vazquez-Sanchez et al., 2018)
13.6+1.3 1.6+0.3 71.4+£6.3 54.6 +4.3 471 +29 6.3+1.0 (Esquivel & Jiménez, 2012)
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2.6 Compuestos antioxidantes del café usado

Los antioxidantes se pueden encontrar de forma exdégena o endbégena. Los
antioxidantes exégenos, se encuentran de forma natural en alimentos y bebidas e
incluyen: fitoquimicos, vitaminas, antioxidantes sintéticos, como el hidroxitolueno
butilado (BHT), el hidroxianisol butilado (BHA), entre otros. Algunas de las
moléculas antioxidantes exdégenas mas comunes se encuentran en las frutas,
verduras y otras fuentes de alimentos (Dorsey & Jones, 2017). Los subproductos
pueden ser una fuente natural de compuestos antioxidantes, que podrian llegar a
considerarse como seguros, a diferencia de los sintéticos. EI CU es una fuente
natural de estos compuestos y por lo tanto se considera su uso como seguro (Murthy
& Naidu, 2012b).

El CU tiene diferentes compuestos antioxidantes como: fenoles, flavonoides,
taninos, acido clorogénico, ac. cafeico y ac. ferulico (Figura 3). Los compuestos
antioxidantes, neutralizan el exceso de radicales libres para proteger a las células
contra el dafio oxidativo y contribuir a la prevencion de enfermedades. Ademas, se
ha demostrado que los antioxidantes tiene actividad antimicrobiana contra bacterias
como Staphylococcus aureus, - Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli (Duangjai et al., 2016).

Cafeina Acido clorogenico Acido feralico
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Figura 3. Algunos compuestos fendlicos contenidos en el café usado. Modificado
de (Dorsey & Jones, 2017).
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2.6.1 Compuestos fendlicos
El café, es fuente de compuestos fendlicos, los cuales tienen diferentes

funciones en el organismo y podrian ser utilizados para la fortificacion de diferentes
alimentos (Murthy & Naidu, 2012b). Dentro de los fenoles con mayor concentracion
en la bebida podemos encontrar: &cido caféico, ac. ferulico, ac. cumarico y ac.
clorogénico, los cuales tienen actividad antioxidante (Monente, Ludwig, Irigoyen, De
Pefia, & Cid, 2015).

Aligual que todos los componentes del café, la concentracion de compuestos
fendlicos ha sido estudiada bajo diferentes procesos, en los cuales se ha podido
obtener resultados interesantes. Se han realizado estudios de comparacion de
tostado medio y tostado oscuro. ElI CU, conserva una mayor cantidad de
compuestos fendlicos durante el tostado medio que el tostado oscuro (38.6 % vs
27.8 %); la concentracion de flavonoides puede ser de 47.5 % a 29.7 %y la taninos
de 21.5 % a 17.3 % (Campos-Vega et al., 2015).-En estudios mas recientes, se
adiciond la fibra del CU a una galleta, para evaluar los compuestos fendlicos, pero
esta vez poniendo especial atencion a su bioaccesibilidad. Se observé que la
concentracion de compuestos fendélicos durante la digestion in vitro de la galleta con
la fibra fue mas alta que la galleta comercial, lo que sugiere que la adicion de este

ingrediente, puede traer beneficios para la salud (Vazquez-Sanchez et al., 2018).

2.6.2 Flavonoides

Los flavonoides son otro grupo de compuestos antioxidantes presente en los
diferentes subproductos del café, incluido el CU. Los flavonoides son los
antioxidantes mas comunes en la dieta del humano, ya que se puede encontrar en
una gran variedad de plantas incluyendo el café (Dorsey & Jones, 2017). Se ha
demostrado que los flavonoides contribuyen a la reduccion de enfermedades
coronarias y ayudan al equilibrio microbiano a nivel intestinal. Estas capacidades
han sido ampliamente estudiadas e inclusive se menciona, que las personas que
tienen una dieta alta en flavonoides, tienen un 60 % menos probabilidad de sufrir
enfermedades cardiacas que las personas que no consumen estas sustancias
(Cardona, et al. 2013).
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Nuevamente el CU, con tostado medio presenta una mayor concentracion de estos

compuestos en comparacion con el tostado oscuro (Campos-Vega et al., 2015).

2.6.3 Taninos

La concentracion de taninos en el CU puede ser por lo general alta, ya sea a
nivel industrial o en el hogar, normalmente el CU es desechado e inclusive
incinerado, lo que lo convierte, por su alto contenido de taninos, ademas de otras
sustancias, en un material de desecho peligroso (De Melo, Barbosa, Passos, &
Silva, 2014). El CU presenta niveles de taninos de 0.2 -0.3 mg/ml (Murthy. & Naidu,
2012a).

Los taninos son un grupo de compuestos, que comdnmente se encuentran
con mayor concentracion en la corteza de las plantas y en una menor concentracion
en hojas, frutas, flores y semillas. Los taninos 'se consideran agentes anti-
nutricionales, por lo que su uso es limitado .como alimento para animales; sin
embargo, en concentraciones bajas los taninos tienen beneficios para la salud
incluyendo: actividad anti-bacterial, anti-microbiana, anti-alérgica, e inclusive su
consumo frecuente puede ayudar en enfermedades cardiacas, dependiendo de la

sensibilidad de cada organismo (Janissen & Huynh, 2018).

2.7 Capacidad antioxidante

Los seres humanos tenemos un sistema complejo de defensa de enzimas,
antioxidantes y no enzimaticas naturales que contrarrestan los efectos dafiinos de
los radicales libres y otros oxidantes. Los radicales libres son responsables de
causar una gran cantidad de enfermedades incluido cancer. La proteccion contra
los radicales libres se puede mejorar con una ingesta amplia de antioxidantes. Una
evidencia sustancial indica que los alimentos que contienen antioxidantes pueden
ser de gran importancia en la prevencion de enfermedades (Alam, Bristi, &
Rafiquzzaman, 2013). Otro efecto atribuido a la actividad antioxidante es como
antibacteriano, inhibiendo el crecimiento de diferentes tipos de baterias como:
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Pseudomonas

aeruginosa y Escherichia coli (Duangjai et al., 2016)
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El CU es reconocido como una buena fuente de compuestos antioxidantes,
extraidos principalmente en soluciones acuosas u organicas. Estudios sugieren que
esta capacidad antioxidante es debido a la concentracion de melanoidinas, las
cuales se encuentran en la porcion insoluble Jiménez-Zamora et al., (2015). En el
CU se han identificado principalmente dos compuestos fendlicos mas abundantes
el acido clorogénico y el acido galico presenta hasta un 80% del peso total de los
compuestos fendlicos, de igual manera se realiz6 una comparacion entre tostado
medio y oscuro presentando una concentracion de acido galico de 2.5 mg/g y 5.6
mg/g de &cido clorogénico el doble del tostado oscuro (Lopez-Barrera et al., 2016).

2.7.1 Métodos para la evaluacion de la capacidad antioxidante

ABTS (Acido 2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)

La capacidad antioxidante de un compuesto, puede ser media por la técnica
ABTS (Jiménez-Zamora et al., 2015). Esta técnica utiliza un espectrofotémetro de
diodos para poder medir la perdida de color que se puede observar cuando se
agrega un antioxidante al cromoforo azul-verde ABTS**. Si se produce actividad
antioxidante este reducira al ABTS**,lo cual produce una decoloracion. Esta técnica
se prepara agregando diéxido de magnesio solido a una solucién acuosa 5mM
ABTS, se puede utilizar a la par un analogo soluble con vitamina E, como un
estandar antioxidante. Produciendo una curva de calibracion para el Trolox a
concentraciones de 0 a 350 uM con intervalos de 50uM (Alam et al., 2013). La
absorcion disminuye a medida que se termina el catién radical ABTS. Este ensayo
mide los antioxidantes HAT (transferencia de atomos de hidrogeno), pero puede
utilizarse para sistemas acuosos Y lipofilicos. Este tipo de ensayo reacciona a la
estequiometria de la vitamina E soluble en agua y al Trolox (2:1 del radical a Trolox).
La capacidad antioxidante equivalente de Trolox (informada en unidades
equivalentes de Trolox) es una medida de la fuerza antioxidante basada en Trolox.
Los resultados del ensayo ABTS se informan tipicamente de una manera
dependiente de la dosis (moles de cationes radicales ABTS consumidos / moles de

antioxidante por un intervalo de tiempo determinado (Dorsey & Jones, 2017).
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DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)
Esta es una de las técnicas que contiene radicales cromégenos, que

reacciona directamente con antioxidantes (Echavarria, Pagan, & Ibarz, 2013).

El 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo o DPPH, es un radical libre organico que posee
un electron que se deslocaliza a través del sistema de electrones pi. Esta molécula
absorbe luz a 519 nm en etanol. Cuando se agrega un antioxidante a una solucién
gue contiene DPPH, la absorcion de DPPH, a 519 nm, disminuye a medida que el
radical DPPH se termina con la adicion de antioxidante. El radical DPPH se puede
determinar con los mecanismos HAT (transferencia de &tomos de hidrogeno) y SET
(transferencia de electrones); por lo tanto, esta técnica es incapaz de diferenciar
entre los dos mecanismos. Los datos de los ensayos DPPH se reportan tipicamente
como tasas cinéticas (moles DPPH consumidos /Tiempo / mol antioxidante). Se
podria decir que, segun el tipo de mecanismo antioxidante (HAT o SET), pero no se
puede diferenciar una de otra. El ensayo DPPH se reporta como (moles de DPPH
consumido tiempo / mol antioxidante) (Dorsey & Jones, 2017). La deslocalizaciéon
de los electrones también da lugar a-un color violeta profundo, caracterizado por
una banda de absorcion en una solucion de etanol centrada a aproximadamente
517 nm. Cuando una solucion-de DPPH se mezcla con la de un sustrato (AH) que
puede donar a un &tomo de hidrégeno (Figura 4), esto da lugar a la forma reducida

de este color violeta (Alam et al., 2013).
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Figura 4. Reaccion del dpph con antioxidante. Tomada de (Alam et al., 2013).
2.8 Diterpenos en el café usado
Los granos de café contiene en su fraccion lipidica: triacilgliceroles, esteroles,
tocoferoles y diterpenos (Esquivel & Jiménez, 2012). Los diterpenos son derivados
de isopreno, los cuales se encuentran en los seres vivos y son importantes, para la

creacion de diferentes sustancias tales como: esteroles, retinol y fitol (Dorsey &
Jones, 2017).

Los diterpenos estan contenidos en la porcidon insaponificable del aceite de
los granos del café verde. Al igual que otros compuestos, su concentracion va a

depender de los procesos a los cuales sea sometido el grano. El café tiene dos

diterpenos importantes que son el kahweol y cafestol Los cuales tienen una
estructura similar (pentaciclica) (Figura 5) (Campos-Vega et al., 2015).

el

Kahweol Cafestol
Figura 5.Estructuras de kahweol y Cafestol. Tomada de (Kim, Jung, & Jeong,
2004).

Estas dos diterpenos tienen diferentes efectos a la salud. Se ha reportado su
poder antinflamatorio mediante la expresion de iNO ciclooxigenasa-2 (COX-2). En

cultivos celulares inhibe la respuesta inflamatoria de los macrofagos y disminuye la
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degradacion de la proteina inhibidor del factor nuclear kB (NFkB), lo que puede
llegar a explicar esta capacidad antinflamatoria. La propiedad anticancerigena se
asocia a la supresion de la proteina especifica 1, que tiene actividad en la
diferenciacion celular, el crecimiento celular, la apoptosis y en la respuesta
inmunitaria. Se ha observado que el kahweol también puede presentar efectos
neuroprotectorer en las neuronas dopaminergicas, al hacer que se produzca
oxigenasa-1 mediante las vias PI3K y P98. También tienen efectos sobre el
metabolismo del colesterol, la presion arterial, y el sindrome metabdlico. Sin
embargo, se han observado efectos adversos a la salud, ante un consumo excesivo
de estos; se ha reportado un aumento del colesterol sérico LDL, un aumento de los
niveles de homocisteina, ambos asociados al incremento en el riesgo de

enfermedad coronaria (Dorsey & Jones, 2017).
2.9 Fibra dietaria

La fibra dietaria es una mezcla heterogénea de polisacéaridos como: celulosa,
hemicelulosa, 3 — glucanos, pectinas, mucilagos y gomas entre otros. Gran parte de
estos polisacéaridos no son digeridos en el lumen del intestino delgado, ya que las
enzimas del ser humano no son capaces de degradar todos los enlaces contenidos
en esta fibra. La fibra es clasificada como fibra dietaria soluble e insoluble, porque
contienen una porcién soluble e insoluble en agua. La parte de la fibra insoluble se
encuentra principalmente en la pared celular de los vegetales y esta contiene
celulosa, lignina'y hemicelulosa. Este tipo de fibra puede tener efectos benéficos
para la salud, reduciendo el transito gastrointestinal. La porcién soluble constituida
por pectina, gomas y mucilagos, retrasa el vaciado géastrico, reduce la absorcién de

glucosa y disminuye los niveles de colesterol sérico (Dias, 2015).

Segun la Organizacion mundial de la salud (OMS), la ingesta diaria
recomendada de fibra dietética total para adultos es de 25 g/dia o se recomienda
consumir 400 gr de frutas y verduras al dia, lo que seria un equivalente a los 25 gr
de fibra. La recomendacion de consumo de fibra en diferentes paises alrededor del
mundo va de 21-40 g/dia. En México de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana:

NOM-043-SSA2-2005. “En Servicios basicos de salud, promocion y educacién para
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la salud en materia alimentaria” se brindan criterios para la orientacion alimentaria.
En esta se consideran fuentes de fibra dietética a los cereales, verduras y frutas (de
preferencia crudas y con cascara), leguminosas y otros alimentos como frutos
secos, almendras y nueces. De acuerdo con la Encuesta Nacional de Nutricion y
salud (ENSANUT), del afio 2018, la prevalencia de sobrepeso y obesidad en la
poblacién escolar fue de un 33.2 %, manteniéndose la prevalencia del 2012 ya que
a pesar de que hubo una disminucion del 1 %, esta no fue significativa. En adultos
de 20 a mas afos de edad la prevalencia de sobrepeso y obesidad, fue de 72.5 %
que con respecto al 2012 incrementoé del 1.3 %. Al hablar de esta condicion de sobre
peso y obesidad por género, encontramos que el sobrepeso tuvo un incremento del
1 % para mujeres y una reduccion del 0.3 % en los hombres; Sin embargo, esta
reduccion no es significativa ya que la obesidad en hombres incremento un 3.7 %,
lo que nos estaria indicando una migracion de personas con sobrepeso a obesidad.
Por otro lado, las mujeres tuvieron un incremento de 2.7 porciento, mostrando un
comportamiento similar. Todo esto nos habla de un patrén, previamente descrito en
la poblaciébn mexicana, caracterizado por baja actividad fisica, repetitivo en
alimentos con bajo contenido de fibra dietaria, aunado a el consumo elevado de

alimentos altos en grasa y altos de azUcares refinados (ENSANUT, 2018) (Tabla 3).

Tabla 3. Recomendacion de consumo diario de fibra dietaria (g/dia)

Grupos. de edad Hombres Mujeres
Nifios 2-4 afios 14 14
Nifios 5-8 afios 18 18
Nifios 9-13 afios 22 22
Adolescentes 14 — 18 afios 30 26
Adultos 19 — 50 afios 35 30
Adultos mayores de 50 afios. 30 26

Modificada de (Bourges, Casanueva & Rosado, 2008).
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El CU es rico en fibra dietaria, reportdndose hasta 57.6 % del total de los
carbohidratos, por gramo de muestra (Vazquez-Sanchez et al., 2018). Inclusive, se
ha reportado que la bebida del café pudiera ser también fuente de fibra dietaria con
alrededor de 0.47— 0.75 g / 100 ml de bebida (Esquivel & Jiménez, 2012). La fibra
dietaria del CU contiene un 84 % de fibra insoluble y 16 % de fibra soluble, en
relacion con la fibra dietética total. La fibra dietaria retiene compuestos
antioxidantes, lo que puede ser benéfico para el tratamiento de diversas
enfermedades como la diabetes tipo dos, 0 como anti-cancerigeno. A nivel del colon
se produce la fermentacion de la fibra por accion de la microbiota colénica humana,
generandose AGCC, promoviendo actividad antioxidante y antiinflamatoria. Debido
a esto entre otros beneficios, la fibra del CU se ha sugerido como un ingrediente en
la industria alimentaria para incrementar el consumo de fibra en la poblacién (Lopez-
Barrera et al., 2016).

La fibra dietaria del CU presenta en su composicion almidon resistente, el
cual se define como la suma del almidon y los productos de los diferentes almidones
no absorbidos en el intestino delgado de un individuo sano. La resistencia a ser
digerido se atribuye a la proporcién.de amilosa y amilopectina, los dos polisacaridos
que conforman los granulos de almidén. La concentracion de estos polisacaridos
variar de un alimento a otro'y esta relacionada con su estructura fisica; entre mas
compacta sea la molécula de almidon, mas dificil serd la hidrolisis enzimatica
(Fuentes-Barria, Munoz, Aquilera, Gonzalez, 2018). En el CU se han reportado
cantidades de almidon resistente para el tostado medio y el tostado oscuro de 5.6 y
6.2 % por.gramo de materia seca, respectivamente (Lopez-Barrera et al., 2016). El
almidon resistente se ha recomendado para utilizarlo en diferentes aplicaciones en
la industria: especialmente para envolturas de alimentos, lo que contribuye a alargar
la vida de anaquel de los productos. Se ha observado que una concentracion de 8
% en recubrimientos ha tenido buenos resultados (Dalgleish et al., 2007).

Las melanoidinas consideradas fibra de facto, también contribuyen con la
capacidad antioxidante en el CU (Vazquez-Sanchez et al., 2018). Hay autores que

han reportado que normalmente las melanoidinas se crean durante el tostado
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oscuro formados en las Ultimas etapas de la reaccibn de Maillard. Estas
melanoidinas son de alto peso molecular y se creé que provienen de una parte de
la fibra dietaria hidrolizable. Se estima que la cantidad de melanoidinas contenidas
en el CU es de alrededor del 20 al 30 % del peso total (Jiménez-Zamora et al.,
2015).

2.10 Metabolismo colénico del café usado

La fibra dietaria esta fuertemente asociada a la actividad de la microbiota
colonica humana, ya que esta se encarga de fermentar la fibra dietaria y producir
AGCC. Es aqui donde los AGCC se absorben y se distribuyen, de los cuales se
obtienen beneficios para la salud como por ejemplo efectos antiinflamatorio. A
través de la simulacion in vitro de la fermentacion colénica humana del CU, se ha
confirmado que su utilizacibn genera AGCC: acético, propionico y butirico. La
produccion obtenida, mediante un estudio-in vitro, fue de 29.4 y 18.8 mmol/l de
acético en el CU tostado medio y oscuro respectivamente, propiénico de 10.6 y
10.4mmol/l respectivamente y butirico de 7.9 y 7.8 mmol/l respectivamente (Lopez-

Barrera et al., 2016a).

La produccion de estos diferentes AGCC durante la fermentacion de la parte
no digerible del CU, podria contribuir a promover un aumento en la poblacion de las
bacterias colonicas lo cual es positivo para la salud, ya que ayudan a la prevencion
de cancer. Estos acidos grasos inducen apoptosis y estrés oxidativo en células de

cancer de colon humano (Hernandez-Arriaga et al., 2017b).

2.11 Metabolismo coldnico de los compuestos antioxidantes

El café tiene diversos compuestos antioxidantes como acido galico, acido
clorogénico, acido ferudlico y la cafeina entre otros (Esquivel & Jiménez, 2012). Parte
de estos compuestos permanece unida a la fibra del café que, al llegar al colon es
fermentada, ocasionandose la liberacion y metabolizacion de estos antioxidantes.

En un ensayo in vitro, en donde se tomaron muestras fecales de sujetos con normo
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peso y sobre peso, se realiz6 una simulacibn de la fermentacion coldnica,
observandose el comportamiento de los diferentes compuestos antioxidantes al
cabo de 24 h. ElI 35 % del acido galico fue utilizado, el acido clorogénico fue
metabolizado rapidamente con una degradacion a acido caféico de hasta del 33
%, casi un tercio del contenido original; el &cido caféico se metabolizo
completamente después de 12 horas de fermentacion; la microbiota presente en la
materia fecal del sujeto con normo peso, presento una mejor utilizacion del sustrato,
inclusive los productos de la fermentacion de esta muestra indujeron de manera
efectiva la apoptosis, al aumentar el estrés oxidativo en la células HT-29

(adenocarcinoma del colon humano) (Hernandez-Arriaga et al., 2017a).

Los AGCC son producidos en el colon por la degradacion de la fibra dietaria,
por accion del microbiota. Estos pueden llegar a contener de 2 a 6 atomos de
carbono, siendo tres los principales: el 4cido acético, el propionico y el butirico. A
causa de varias situaciones clinicas se puede afectar la capacidad de genera o
utilizar estos acidos grasos en el epitelio intestinal, como fuente de energia, lo cual
pudiera llegar a ocasionar patologias graves (Manrique Vergara & Gonzalez
Sanchez, 2017).

En otros estudios se ha informado que la fermentacién colénica humana de
granos usados de café produce AGCC, los cuales ejercen actividad antiinflamatoria
al suprimir la produccion de O6xido nitrico y la modulacién de citoquinas en
macrofagos murinos (Lopez-Barrera et al., 2016). La produccion de estos AGCC
también se_ asocia al contenido de mananos, galactomananos 'y

arabinogalactomananos en el café (Nguyen, Cho, Lee, & Bae, 2019).

En estudios similares del metabolismo colénico de los compuestos
antioxidantes, se ha observado su participacion en actividad antinflamatoria (Dorsey
& Jones, 2017). Inclusive, se ha reportado que pudiera haber diferentes
mecanismos por los cuales los polifenoles de la dieta pudieran llegar a regular la

disminucién de carcinogénesis en colon (Figura 6) Cardona et al., (2013).
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Polifenoles en la dieta.

Metabolitos fenolicos
producidos por la microbiota.

—

- Disminucion de

proliferacion celular

- aumento de la
apotosis celular

- Efectos
antiinflamatorios.

- Modulacién de enzimas.

= Disminucion de la
carcinogenesis.

Figura 6. Posibles mecanismos propuestos para la prevencion de cancer por
polifenoles. Modificado de (Cardona et al., 2013)

2.12 Microbiota colénica

La microbiota es el conjunto de microrganismos vivos que conviven en una
simbiosis con el ser humano; se estima que la microbiota del tracto gastrointestinal
puede llegar a tener un promedio de 10'?a 10 células; este nimero seria incluso
mayor que las células humanas. La microbiota colonica contiene alrededor de 800
a 1000 especies en un individuo, y se estima que el 50 % de la materia fecal esta
constituida por baterias, principalmente de 4 filum: Firmicutes, Bacteroidetes,
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Actinobacteria y Proteobacteria, con un predominio de las dos primeras con casi un
90 % (Ilcaza-Chavez, 2013).

La microbiota ha tomado un papel importante en los altimos, ya que una de
sus principales funciones es proteger al organismo contra patdgenos que pudieran
llegar a ingresar al tracto gastrointestinal. Uno de los mas grandes avances que se
han hecho en el conocimiento del microbiota intestinal se dio en el afio 2011, al
definirse los enterotipos en los adultos, entendiéndose como las diferentes
agrupaciones de la microbiota intestinal de acuerdo con diferentes estados de
equilibrio. Cada enterotipo se diferencia por la variacion en los tres tipos bacterianos
predominantes: Bacteroides (enterotipo tipo 1), Prevotella (enterotipo tipo 2) y
Ruminococcus (enterotipo tipo 3). El enterotipo 1 se asocia con una dieta rica en
proteina y grasa, mientras que el enterotipo 2 esta mas asociado con el consumo
de carbohidratos. En personas europeas el tipo 1 fue mas prevalente hasta en un
53 %, seqguido del tipo dos con un 31 % (Sebastian & Sanchez, 2017).

La microbiota colonica tiene diferentes funciones, una de ellas es la
fermentacién anaerobica de los carbohidratos en su porcidbn no digerible,
transformandolos en AGCC, cémo se mencioné previamente. Los AGCC son
efectivamente absorbidos por la mucosa del huésped, como promoviendo el estado
fisioldgico como fuentes de energia para los coloncitos, reguladores de la expresion
génica y como moléculas de sefializacidon reconocidas por receptores especificos.
Recientemente se ha visto la actividad de estos acidos grasos en la promocion del
efecto antiinflamatorio, ademas de proveer un efecto anticancerigeno (Louis & Flint,
2017).

Una importante herramienta para el estudio de las bacterias es el ARN
ribosomal (ARNr), la macromolécula mas ampliamente usada en estudios de
filogenia y taxonomia bacteriana. La secuenciacion de las regiones variables del
gen que codifica para la subunidad 16S del ARNr, identifica el parecido filogenético
de las bacterias y las arqueas, y permite clasificarlas sin el uso de cultivos. La
informacion genética obtenida del microbioma por medio del ARNr 16S se agrupa

en las llamadas unidades taxondmicas operacionales, de acuerdo con el porcentaje
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de semejanza de sus ARNr 16S. Cuando hay una semejanza en el ARNr 16S del
95% se habla de género, y cuando la semejanza es del 97 %, se habla de especie
(Icaza-Chavez, 2013).

2.13 Modelos in vitro de fermentacién coldnica
Las principales fuentes de carbono y energia para las bacterias intestinales

son los almidones resistentes, los polisacéridos de la pared celular de las'plantas y
los mucopolisacéaridos del huésped, junto con varios oligosacaridos, proteinas y
péptidos. Las bacterias intestinales son capaces de fermentar estas sustancias a
AGCC, acidos organicos hidroxi y dicarboxilicos, H2, CO2 y otros productos finales
neutros, acidos y bésicos. El metabolismo de los hidratos de carbono es
cuantitativamente mas importante que la fermentacién de aminoéacidos en el colon,
particularmente en el intestino proximal, donde la disponibilidad de sustratos es

mayor (Macfarlane & Macfarlane, 2004).

El método de fermentacion in vitro ha-mostrado grandes ventajas respecto al
modelo in vivo, por el tiempo en el cual pude ser producido, ademas de su alto
nivel de reproducibilidad y su bajo costo en comparacion a otros (Alam et al., 2013).
Uno de los estudios mas utilizados para estimar la actividad de la microbiota
colonica es el modelo in vitro de fermentacion coldnica. La disponibilidad cada vez
mayor de secuencias genémicas y metagendémicas es un recurso muy Util para
incrementar la comprension del metabolismo microbiano en el intestino, cémo
interacttan entre si y como podemos modular el sistema por medios dietéticos para
optimizar la produccion de AGCC (Louis & Flint, 2017).
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3. JUSTIFICACION
México ocupa el segundo lugar de obesidad en adultos a nivel mundial y el

primer mundial de obesidad en nifios. Esto se atribuye a diferentes factores entre
los mas importantes a destacar se encuentran: el cambio de habitos de
alimentacion, al adoptar tendencias de paises industrializados en donde se opta
mas por el consumo de la comida rapida, que de la comida preparada en casa. El
sedentarismo cotidiano, donde cada vez mas gana terreno las horas pantalla que la
actividad fisica; el bajo consumo de alimentos ricos en fibra como frutas, verduras,
tubérculos y leguminosas. Diversos problemas de salud que- se pueden
desencadenar a partir de hébitos nocivos, como enfermedades cronico
degenerativas: diabetes, hipertensién, hipercolesterolemia y diferentes tipos de

cancer entre los que destaca el de colon.

Las enfermedades acarrean grandes problemas tanto para los pacientes,
como para el sistema de salud, ya que esto representa un gran gasto a nivel
nacional. Segun el instituto nacional de salud, el cancer de colon, es el 4to tipo con
mayor frecuencia y se estima que, 700 mil personas mueren al afio a causa de esta
enfermedad. Es de vital importancia mantener la salud colénica ya que aqui se
absorben algunos nutrimentos'y agua de los alimentos. De igual manera la fibra
dietaria es fermentada en_esta parte del organismo, donde con ayuda de la
microbiota col6nica se pueden llegar a producir y aprovechar metabolitos
secundarios, como los &cidos grasos de cadena corta y sus derivados que puede

servir en un sistema simbidtico a la salud coldnica y de la microbiota.

Se ha visto que los alimentos con alto contenido de fibra dietaria pueden
ayudar-a prevenir el cancer de colon. Uno de los subproductos del café como lo es
el CU ha mostrado ser rico en este tipo de fibra; que, al ser incorporado a una matriz

alimentaria, puede llegar a colon y producir lo efectos benéficos antes mencionados.

4. HIPOTESIS
La fibra dietaria antioxidante de café usado (CU) baja en diterpenos, sera

fermentada por la microbiota colonica humana in vitro y este efecto estara asociado

a la generacion de AGCC y metabolitos asociados.
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5. OBJETIVOS
5.1 objetivo general:

Evaluar el efecto in vitro de la fibra antioxidante de café usado (Coffea
arabica L.) sobre el metabolismo colénico.

5. 2 objetivos especificos:

1. Obtener y determinar la composicién quimica y nutracéutica de la fibra

antioxidante de café usado.
2. Someter a digestion gastrointestinal in vitro-la fibra y el café usado

3. Determinar la produccion de AGCC durante la fermentacién coldnica in

vitro del café usado y la fibra de café.

4. ldentificar compuestos volatiles derivados del metabolismo colénico de la

fibra antioxidante de café usado.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1.1 Material biologico

Se utiliz6 CU el cual se obtuvo a partir de granos de café de la variedad
arabica con tostado medio (americano), recuperado de capsulas de cafetera
después de su percolacion para la preparacion de la bebida.; EI CU se protegié de

la luz y se almacend hasta su uso (Vazquez-Sanchez et al., 2018).

6.1.2 Reactivos

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

6.1.3 Proceso experimental

Con la final de que se lleven a cabo los objetivos propuestos, se realiz6 el
proceso experimental descrito en la Figura 7.
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Estrategia General

Café usado (CU)

(Coffea arabica L./ tostado medio/capsulas)

Calentamiento 6hmico (CU-OH)

Disminucion de diterpenos (FCU-BD)

Composicion
quimica

- Humedad
- Cenizas
- Lipidos
- Proteinas

- Carbohidratos
(ADAC; 2002)

- Fibra total
Insoluble
Soluble

(Shiga ef al, 2003)

CU/ CU-GH/ FCU-BD

Composicioén
nutraceutica

gastrointestinal /n

- Fenoles totales
(Singleton y Rossi, 1965)

- Fenoles por HPLC

(Ramirez-Jiménez ef &/, 2014)
- Capacidad
antioxidante
DPPH/ABTS

(Menadis ef /., 2004/ Fukumofo & Mazza
2000)

I
Digestion

- Fermentacion
coldnica humana in

vitro
(Campos-Vega st al, 2009)

vitro

Intestino delgado-
Obtencién de

fraccion no digerible
(Campos-Vega et al, 2015)

FCU-BD/CU

FIGURA 7 PROCESO EXPERIMENTAL
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6.2 Métodos
6.2.1 Obtencién de fibra

6.2.1.1 Pre tratamiento de café usado
Para extraer la fibra del CU se llevdo a cabo un tratamiento previo por

calentamiento 6hmico por lote. Brevemente, el CU se sec0 y se tamizo en una malla
namero 40. Se pesaron 140g de CU seco y se sometieron a calentamiento con 4 L
de agua (80 °C, 1 h), con agitacion continua; se utilizo la mezcla para ser llevada al

calentamiento 6hmico (Vazquez-Sanchez et al., 2018).

6.2.1.2Extraccion de fibra por calentamiento 6hmico en lote
El CU previamente pre-tratado se colocé en una celda de acrilico y se sometid

a calentamiento 6hmico por medio de dos electrodos de  acero inoxidable
conectados a una fuente de voltaje (VARIAC). Se uso un valor de 200 V hasta llegar
a 90 °C y se dejo enfriar. El voltaje y corriente fueron monitoreados con un
multimetro. Se filtro y se secé a 43 °C en un horno de flujo de aire, durante 24h. La
fibra fue almacenada en refrigeracion a 7 °C y fue protegida de la luz hasta su

analisis (Vazquez-Sanchez et al., 2018).

6.2.1.3 Extraccion de fibra de café usado baja en diterpenos.
La fibra de CU, obtenida por calentamiento éhmico molido por lote (OHML),

fue procesada para disminuir el contenido de diterpenos (cafestol y kahweol) hasta
niveles seguros para el consumo humano (1-1.5mg/g) (Urgert et al., 1997). Se utilizo
dos solventes aprobados para su uso en alimentos (FDA, 2018). La fibra de CU bajo
en diterpenos (FCU-BD) fue almacenada en refrigeracion a 7 °C y protegida de la

luz hasta su.analisis.
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6.3.1 Analisis proximal
Los analisis proximales se realizaron al CU y a la fibra obtenida después del

tratamiento con calentamiento 6hmico (CU-OH) y la fibra de CU baja en diterpenos
(FCU-BD).

6.3.1.1 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 enfriaran durante 40 min.
Finalmente, las muestras se pesaron y se realiz6 el célculo correspondiente

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

La determinacién se realiz6 por triplicado y los resultados se expresaron en
porcentaje de base seca / g de muestra (923.25. AOAC; 2002).

6.3.1.2 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 algodén y se colocaron en el compartimento de
extraccion de Soxhlet, donde el matraz (a peso constante), contenia 2/3 partes de
su volumen de éter de petroleo. Se mantuvo la extraccion a 10 reflujos / hora durante
5 horas. Posteriormente, se dejé evaporar el solvente, el matraz se seco en estufa
con la finalidad de retirar la humedad y residuos de solvente. El matraz se pesoy
se calcularon los resultados con la siguiente formula:
peso final del matraz — peso inicial del matraz

% Lipidos = 100
% Liptdos peso de la muestra ’

La determinacion se realiz6 por triplicado y los resultados se expresaron en
porcentaje de base seca/g de muestra (920.39. AOAC; 2002).
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6.3.1.3 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 digestién 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
adiciono 15 ml de acido sulfarico. El tubo en el digestor se coloc6 durante cuatro
horas hasta el cambio de color de la muestra a verde claro, se dej6 enfriar la muestra

y se agregaron 100 ml de agua en cada tubo.

Los tubos se colocaron en el destilador donde se adiciono hidréxido de sodio
al 40 %. El destilador se coloc6 un matraz EM de 250 ml que contenia 25 ml de
acido bérico (4 %) y se emplearon como indicadores rojos de metilo y verde de
bromocresol. Se titulo con acido clorhidrico 0.1 N, hasta que se presento un vire de
color de verde a rosa. Finalmente, se determiné el nitrdgeno (N) total multiplicado
por un factor de conversion equivalente al % de proteina presente en el alimento.

Los célculos que se realizaron son los siguientes:

AxBxC

%N=T*1OO

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

muestra.

La determinacién se realizd por triplicado y los resultados se expresaron en
porcentaje de base seca/g de muestra. (920.105. AOAC; 2002).

6.3.1.4 Determinacion de cenizas (945.46)
La determinacion de cenizas se realiz6é de acuerdo a la metodologia (945.46)

descrita por la AOAC (2002). Se pesaron 2 g de muestra en un crisol de porcelana,
previamente fue 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

32



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. (945.46. AOAC; 2002).

6.3.1.5 Determinacion de carbohidratos
El célculo 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 determinacién se realiz6 por triplicado y los resultados se expresaron en

porcentaje de base seca/g de muestra.

6.3.1.6 Determinacion de fibra total
La fibra total se determin6 como la suma de las fracciones obtenidas de fibra

insoluble y fibra soluble, a continuacién, se detallan los procedimientos que se

siguieron para cada una.

6.3.1.7. Determinacion de fibra insoluble
Se siguid la metodologia establecida por (Shiga et al., 2003). Se pulverizo y

desgraso la muestra, se adicionaron 50 ml de buffer de fosfato 0.08 mM a pH 6y
100 pL de una solucion de a-amilasa. El matraz con el que se trabajo fue cubierto
con papel aluminio para proteger la reaccion de la luz, se incubo en bafio a 95 °C
por 30 min, con agitacion continua. Cuando llegue a temperatura ambiente, la
muestra se ajusté el pH a un valor de 7.5. Se adicionaron 100 pyL de proteasa (5
mg/ml) y se incubo en bafio a 60 °C por 30 min con agitacion continua.
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Al finalizar la incubacién, se permitié que la muestra se enfriara a temperatura
ambiente y se ajustdo el pH a 4.0. Posteriormente se adiciono 300 pL de

amiloglucosidasa y se incubo durante 30 min a 60 °C con agitacidén continua.

Después de incubar se filtr6 con papel Whatman No. 4 a peso constante, y
se realizaron 2 lavados con 15 ml de agua destilada a 60 °C, el filtrado obtenido
después de los lavados se recuperd y almacené para la determinacién de fibra
soluble, como se describe mas adelante. Por otro lado, el papel filtro junto con la
muestra se sec0 en estufa a 60 °C por 24 h, hasta peso constante y finalmente se
peso la muestra. 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.

6.3.1.8 Determinacion de fibra soluble
De la prueba anterior, se conservo el residuo del filtrado, al cual se adiciono

un volumen igual de etanol al 80 % y se dejd precipitar por 24 h. El precipitado fue
filtrado en papel Whatman No. 42 (peso constante). Se realizaron 2 lavados con 15
ml de etanol al 80 % y 2 con 15 ml de acetona. Se dej6 secar el papel filtro por 24 h
a 60 °C, hasta peso constante. Finalmente se pesé el papel filtro, obteniendo asi el
contenido la fibra soluble.  La determinacion se realiz6 por triplicado y los resultados

se expresaran en porcentaje de base seca / g de muestra.

6.4.1 Anélisis nutracéutico

6.4.1.1 Extracto etanélico
La obtencién del extracto etandlico se llevd acabo de acuerdo a la

metodologia descrita por (Campos-Vega et al., 2015), se empled 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 centrifugo a

5000 rpm por 10 min a 4 °C. El sobrenadante fue usado para las siguientes pruebas.
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6.4.1.2 Cuantificaciéon de fenoles totales
La cuantificacion de fenoles totales se realiz6 basandose en la metodologia

de (Singleton & Rossi 1965). Se mezclo 40 pL del extracto etandlico con 460 pL de
agua. Se les afiadio el reactivo Folin-Ciocalteu (1:10; 125 L), y la reaccion de
oxidacion se neutralizo con carbonato de sodio (7 %); se mantuvo en reposo durante
2 h en un frasco protegido de la luz. Se ley6 la absorbancia a 760 nm-en un
espectrofotometro (UV-visible).

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

equivalentes de acido clorogénico/g de muestra.

6.4.1.3 Determinacion de compuestos fendlicos 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 pum para
jeringa y se inyectaron en el HPLC bajo las siguientes condiciones. Se empleo
cromatografia liquida de alta resolucion con detector de diodos (HPLC-DAD); el
andlisis se llevd a cabo en un sistema HPLC Agilent Serie 1100 (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, EE.UU.). Se utiliz6 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 consto de dos disolventes. El disolvente A fue agua grado
HPLC y se ajustd con acido acético al 0.1 %; el disolvente B fue acetonitrilo 100 %.
Se empleo un gradiente lineal como se describe a continuacion: 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 deteccion se realiz6
a 280 nm con una velocidad de adquisicién de 1 s. Se inyect6 un volumen de 20 pL
y las muestras se analizaron por triplicado. La cuantificacién se llevé a cabo

utilizando el método de estandar externo con los estandares comerciales de: (+)-
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catequina, rutina, quercetina y &cido clorogénico, caféico, p-cumarico, ferdlico,

galico y ascorbico (Ramirez-Jiménez et al., 2014).

6.5.1 Capacidad antioxidante

6.5.1.1 ABTS
Se utilizo la técnica de (Nenadis et al., 2004), para la aplicacion del método

de ABTS 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), y de esa manera se
determind la capacidad antioxidante. Primeramente, se mezclaron 5 ml de una
solucién acuosa de ABTS 7mM y 88 uL de una solucion de persulfato de potasio
(K2S20s8) 140 mM, conservandose en un lugar obscuro durante 12 hrs, para la
generacion del radical. Terminado el tiempo, a 500 yL de la solucion se le agrego
de 20-25 ml de etanol. La absorbancia debera de estar entre 0.7 y 1 y sera medida
a 734 nm.

El extracto etandlico de la muestra (20 pL) se adicioné a una microplaca de
96 pozos, asi como etanol como (Blanco). Se le ‘agrego 0.23 ml de solucién ABTS,
y se leyo al tiempo 0 y 6min a 734 nm en un lector ELISA. Las placas se mantuvieron

cubiertas (evitando contacto con la luz) a una temperatura de 27 °C.
El porcentaje de inhibicién se calculé 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 realizo 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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6.5.1.2 Método DPPH
Se siguid el método descrito por Fukumoto & Mazza (2000). Este método se

basa en el decremento de la absorbancia del radical DPHHe cuando es reducido
por compuestos antioxidantes (Carvalho et al., 2016). Brevemente, el extracto
etandlico (20 pL) se adiciono a una microplaca de 96 pozos, asi como etanol
(blanco). Se les agrego 200 ul de soluciéon DPHH (150 uM), y se leyé en un
espectrofotometro MultiSkan Go a una longitud de onda de 520 nm. Se realizé una
curva de calibracion de 50-800 uM de Trolox y se calculd el % de inhibicidon con la

formula previamente descrita.

6.6.1 Digestion gastrointestinal in vitro
Las muestras de CU se sometieron a una digestién gastrointestinal in vitro, la

cual consta de las siguientes fases: boca,  estdmago, intestino y colon. A
continuacion, se describe brevemente la metodologia, la cual involucra la
participacion de individuos humanos sanos'y el uso de una membrana de didlisis de
celulosa. El ensayo se realizé con previa aprobacion por el Comité de Bioética de la
Facultad de Quimica de la Universidad Autbnoma de Querétaro, tomando en cuenta
las disposiciones para el manejo correcto de animales de laboratorio establecidas
en la NOM-062-ZO0-1999 Anexo | y acorde a la declaracion de Helsinki de 1964.

6.6.1.1Simulacion de las condiciones de la boca
Se realizé la metodologia adaptada y descrita por Campos-Vega (2015). Se

invitaron a ‘4 individuos sanos al estudio, proporcionandoles previamente un
consentimiento informado por escrito Anexo 1; los cuales después de cepillarse los
dientes sin pasta dental, masticaron 1 g de la muestra de CU durante 15 veces por
15 segundos vaciando el contenido en un vaso con 5 ml de agua destilada.
Inmediatamente los voluntarios se enjuagaron la boca con 5 ml de agua destilada
15 veces por 15 segundos para después depositarla en el mismo vaso. Al finalizar
se mezclaron las suspensiones de cada muestra en un vaso, es importante tomar
en cuenta que se incluyo un blanco (mezcla sin muestra de CU y/o fibra) el cual

contenia agua destilada en lugar de la muestra de café.
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6.6.1.2 Simulacion de las condiciones en el estbmago
Para la digestion gastrica se tomd una alicuota de 10 ml de la fase anterior, la

cual fue ajustada a pH 2 usando solucién de HCI (150 mM, 2-81 ml). Se afiadi6 una
solucion de pepsina (0.055 g en 0.94 ml de HCI 20 mM) a cada muestra y se incubo
durante 2 h a 37 °C.

6.6.1.3 Simulacion de las condiciones en el intestino delgado
Se preparo un extracto intestinal, 30 minutos antes de su uso, disolviendo 3

mg de hiel de buey y 2.6 mg de pancreatina de pancreas porcino.en 5 ml de una
solucién amortiguadora Krebs-Ringer (NaCl 118 mM, NaHCO3 25 mM, glucosa 11
mM, KCI 4.7 mM, CaClz 2.5 mM, MgSO4 1.2 mM, KH2PO4 1.2 mM con pH 6.8). Esta
solucion (5 ml) fue afiadida a cada muestra y al blanco procedente de la digestion
gastrica; la suspension (15ml), fue transferida a un recipiente que contenia una
dialisis de filtracion de 7 cm de largo que fue anudada por los dos lados, la cual fue

incubada por 30 minutos a 37°C.

6.7.1 Simulacion de la fermentacién col6nica in vitro de la FND

La fermentacién colénica.in vitro se llevd a cabo de acuerdo a la metodologia
descrita por (Campos-Vega et al., 2009). Se empleo inulina (100 mg) como control
positivo de carbohidrato. fermentable; mientras que, como control negativo se
consider6 el blanco del proceso de digestidn gastrointestinal in vitro mencionado
anteriormente, sin _carbohidrato disponible para ser fermentado. Se utilizo inoculo
fecal humano como fuente del microbiota representativo del colon, el cual fue
obtenido de‘la primera evacuacion de al menos 2 individuos voluntarios sanos, con
ausencia de enfermedades gastrointestinales y sin haber consumido antibioticos en

los 3 meses previos a la toma de muestra (Anexo II).

Se prepararon tubos estériles con 9 ml de medio de cultivo basal que tenian
(g/L): Agua peptonada 2.0, extracto de levadura 2.0, cloruro de sodio 0.1, fosfato
difasico de potasio 0.04, fosfato monobasico de potasio 0.04, sulfato de magnesio

heptahidratado 0.01, cloruro de calcio dihidratado 0.01, carbonato de sodio 2.0,
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cisteina HCI 0.5, sales biliares 0.5, Tween-80 2 ml y hematina 0.2 (previamente
diluida en 5 ml de NaOH). Los tubos se sellaron y mantuvieron bajo una atmosfera
anaerobia que contenia una mezcla de gases (H2-CO2-N2 10:10:80 volumen)
durante 24 horas. El in6culo fecal (3 g) se homogenizo con 27 ml de solucién de
fosfato de sodio 1 M a pH 7. Los tubos con el medio de cultivo basal fueron
inoculados con 1 ml de homogenizado fecal, ademas se adiciono fraccion no
digerible proveniente de la digestion intestinal (0.5 g del precipitado sélido y 0.5 ml
del sobrenadante liquido), del blanco 1 ml, e inulina 100 mg. Los tubos se agitaron
con vortex durante 30 s y se incubaron en un bafio de agua a 37.°C. El flujo de la
mezcla de gases se mantuvo continuo hasta el término de la fermentacién. Durante
la fermentacion se determin6 el pH alas 0, 2, 4, 6, 12 y 24 horas. Los productos de

la fermentacion coldnica se almaceno a — 70 °C hasta su analisis.

6.9.1 Identificacion de los compuestos derivados del metabolismo
colénico gases-MS/MS
Los AGCC y los metabolitos relacionados se determinaron mediante

microextraccion en espacio de cabeza-cabeza (HS-SPME) y cromatografia de
gases-espectrometria de masas (GC-MS), segun el método descrito por (Zamora-
Gasga et al. 2015). Brevemente, cada muestra de la fermentacion coldnica se
centrifugo a 3500 G / 15 min / 4 °C (Hermle Z 323 K; Wehinger, Alemania), luego se
transfirieron 20 pL de los sobrenadantes a viales de vidrio &mbar y se colocaron en
un inyector automatico Gerstel MPS (Zamora-Gasga et al., 2018).

Las extracciones (por triplicado) se llevaron a cabo utilizando 2 cm de 50/30
um de divinilbenceno / carboxeno / polidimetilsiloxano (DVD / CAR / PDMS; Supelco
Co., Bellefonte, PA) en un bafio de agua con agitacién constante (250 rpm) durante
120 min a 45 °C. Las muestras se resorbieron térmicamente de DVD / CAR / PDMS
en el puerto de inyeccion GC a 240 ° C durante 10 min. El analisis de metabolitos
se realiz6 en un Agilent 7890A GC (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA)
acoplado a un Agilent 597C VL MS y una muestra automatica MPS2XL (Gerstel).
La separacion de la muestra se realiz6 en una columna capilar DB-5MS (60 m x 250
pm x 0.25 um; Agilent). La temperatura del horno se ajusté a 40 °C durante 5 min,

aumentando 5 °C / min, hasta alcanzar 200 °C, se mantuvo constante durante 2 min
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y se elevé nuevamente a una velocidad de 2 °C / min hasta 230 °C durante 15 min.
Se utilizo helio como gas acarreador a 1 ml / min; la temperatura del inyector y de
la fuente de iones sera de 250 °C y 150 °C, respectivamente. EI modo splitless se
uso para inyeccion. Se construyeron curvas de calibracion estandar para AGCC
principales (acético, propidnico y butirico) (R? =2 98) y se usaron para cuantificar sus
niveles de todas las muestras durante la fermentacién. La identificacion provisional
de otros metabolitos relacionados menores se realizo0 con el software MSD
ChemStation (Agilent G1701EA, version E.02.00.493) y se registré el area bajo la
curva para cada metabolito.

6.10 Analisis estadistico
Todos los analisis se realizaron por triplicado y los resultados obtenidos se

expresaron como la media + el error estandar. Se realizo un analisis de varianza
(ANOVA) y las diferencias entre las medias se analizaron por la prueba de Tukey;

se empled el programa estadistico JMP 8.0.

Se realizo un perfil de analisis metabolomico global no dirigido para las
muestras de la fermentacion colonica.in vitro de todos los tiempos utilizando el
software Metaboanalyst.ca. 4.0. los mapas de calor se generaron utilizando
componentes normalizados por suma de cuadrados y se utilizé el algoritmo de
agrupamiento de Ward. Los datos normalizados por suma de cuadrados se
analizaron mediante un andlisis, de enriquecimiento para evaluar el conjunto de

metabolitos y su asociacion con diferentes vias metabdlicas
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7. Resultados y discusién

7.1 Composicion quimica del café usado, fibra de CU obtenida mediante
calentamiento 6hmico y la fibra de café usado baja en diterpenos.

En la Tabla 4 se presenta la composicién quimica del CU, el café usado con
calentamiento 6hmico (CU-OH) y la fibra de CU baja en diterpenos (FCU-BD). Los
carbohidratos fueron mayoritarios en las muestras, con un 60.5 % para el CU, 67.4
% para el CU-OH y 78.95 % para la FCU-BD. Estos datos son similares a lo
previamente reportado por nuestro grupo de trabajo (Campes-Vega., 2015;

Vasquez-Sanchez et al., 2018; Lopez-Rodriguez et al., 2018).

Tabla 4. Composicion quimica del café usado (CU), fibra-del café usado obtenida
por calentamiento 6hmico (CU-OH) y fibra del café usado baja en diterpenos (FCU-
BD).

Determinacion CuU CU-OH FCU- BD
Carbohidratos 60.15 + 0.60° 67.4 + 0.49P 78.95 + 0.222
Lipidos 11.9+0.07° 129+ 044°¢ 0.25+0.132
Proteinas 16.3+0.302 14.8 +0.24b 16.1 £0.302
Ceniza 461 +0.282 1.74 +0.02° 1.54 + 0.05b
Humedad 6.93+0.01@ 5.26 +0.09" 5.69+0.09¢
Fibra total 25.6.£0.55¢ 38.8+0.44"0 53.1+1.63%
Fibra insoluble 24.4+ 0.53° 38.4+0.432 51.9+1.07@
Fibra soluble 1.19+0.292 0.42 +0.02" 0.85+0.16°

Cada valor representa’la media = la desviaciéon estandar de tres experimentos independientes
por triplicado. Los resultados se expresan como porcentaje (%) por gramo de muestraen base
seca. Letras diferentes por renglén indican diferencia significativa (Tukey, a 0.05)

De los carbohidratos, en estudios previos se han reportado que el componente
principal dentro de ellos son los galactomananos los cuales se ha reportado tener
efectos benéficos la microbiota coldnica, ya que tiene un efecto probiotico, en los
cuales se sugiere un tratamiento por hidrolisis al CU para favorecer la utilizacion del

polisacéarido por las bacterias (Pérez - Burillo et al 2019).

41



La fibra dietaria total representa el 25.6, 38.8 y 53.1 % CU, CU-OH y FCU-BD,
respectivamente. La fibra dietaria total se compone principalmente de la porcion
insoluble, llegando a ser de hasta un 95 % para la FCU-BD. Considerando que la
fibra insoluble en el CU es de 24.4 % y posteriormente a los tratamientos el valor
que se logro alcanzar de 51.9 % para la FCU-BD, representa un incremento en la
concentracion de un 214 % (2.2 veces mas que el contenido en el CU). Sin embargo,
este contenido de fibra insoluble es inferior a lo reportado por (Lopez-Rodriguez et

al 2018); las diferencias pueden ser atribuidas a la muestra utilizada.

La fraccion lipidica representa el 11.9 % en el CU, mientras que en la FCU-BD
es de solo 0.25 %. Esto es debido a que, como parte del tratamiento para la
disminucién del contenido de diterpenos en la fibra, se ‘realiza un proceso de
desgrasado. Los diterpenos han sido relacionados con el incremento de colesterol
sérico, por lo que su disminucion a niveles seguros es de suma importancia,
especialmente para poder utlizar este ingrediente para consumo humano

(Vasquez-Sanchez et al., 2018; Lopez-Roedriguez et al 2018).

La cantidad de proteina que se reporta en las tres muestras es de 16.3 % para
el CU, 14.8 para el CU-OH y de 16.1 % para la FCU-BD, en estos datos podemos
observar que en el primer proceso, al que se somete hay una disminucion, esto
podria deberse a la afinidad que tienen ciertas proteinas con el agua, pero que
posteriormente a el tratamiento 6hmico al que es sometida la FCU-BD, incrementa
la concentracidn esto pudiera deberse a la liberacion de algunas melanoidinas por
el efecto de la electroporacion y la eliminacion en el lavado para la eliminacién de la

parte lipidica, como se sugiere por (Lopez-Rodriguez et al.,2018).

7.2 Contenido de fenoles totales del café usado (CU), fibra de CU
obtenida mediante calentamiento 6hmico y la fibra de café usado baja en
diterpenos (FCU-BD).

En la (Tabla 5) se muestra el contenido de fenoles totales en las diferentes
muestras. La muestra con el mayor contenido de compuestos fendlicos (mg eg ac.
gélico/g muestra) es el CU (162 mg), seguido del CU-OH (43.9 mg), y la FCU-BD
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(34.1 mg). Con estos resultados sugerimos que el tratamiento de las muestras, tanto
en medio acuoso (CU-OH) como en medio oleoso (FCU-BD), tienen efecto el
contenido total de fenoles. En trabajos previos confirmamos que los compuestos
fendlicos migran hacia la fase acuosa durante el calentamiento 6hmico, explicando
en parte la disminucién encontrada en este trabajo (Hurtado-Hernandez et al.,
2018). Ademas, tanto el pretratamiento como el calentamiento éhmico se llevan a
cabo a temperatura elevada, cercana a los 100 °C, la cual pudiera también estar
afectando en el contenido de fenoles ya que algunos de ellos son termo-sensibles
(Mayanga-Torres et al., 2017).

Tabla 5. Determinacion de fenoles totales en el café usado (CU), fibra del café
usado obtenida por calentamiento 6hmico (CU-OH) vy fibra del café usado baja en
diterpenos (FCU-BD).

Determinacién

Fenoles totales 162.0 £ 10.7 @ 43.9+1.84b 34.1+2.89b

Cada valor representa la media + la desviacionestandar de tres experimentos independientes
por triplicado. Los resultados se expresan en mg eq. Acido galico por gramo de muestra. Letras
diferentes por renglén indican diferencia significativa' (Tukey, a 0.05).

Cabe mencionar que el contenido de fenoles reportados en este trabajo para
la FCU-BD, es menor a lo previamente reportado por (Lopez-Rodriguez et al., 2018).
Sin embargo, estas diferencias podrian ser atribuidas al origen de la muestra, ya
que en el trabajo realizado por Lopez-Rodriguez se utiliz6 CU procedente de una
percolacién y-en el presente trabajo se recuperd de cdpsulas comerciales para
preparacién instantanea. Al comparar el contenido de fenoles totales de la FCU-BD
con otras fibras antioxidantes podemos decir que la fibra que obtuvimos se localiza
con un contenido medio de fenoles totales ya que mostro un contenido mayor que
fibra de polvo de cocoa, la pulpa de guayaba o la hoja de col por hasta 20 mg eq de
acido galico, sin embargo también mostro valores menores a la piel de mango, piel
de guayaba o Jamaica los cuales mostraron valores del doble o triple del contenido
de la FCU-BD (Quirdos-Sauceda et al.,2014).
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7.3 Determinacion de capacidad antioxidante por los métodos DPPH y
ABTS en el café usado, fibra de CU obtenida mediante calentamiento 6hmico
y la fibra de café usado baja en diterpenos.

La capacidad antioxidante, que se presenta en la Tabla 6, fue determinada
por los métodos DPPH y ABTS. Los mayores valores en las diferentes muestras, se
presentaron en el CU de 3 a 7.3 veces mas capacidad antioxidante para el método
de ABTS y DPPH respectivamente, esto es mayor por lo previamente reportado por

(Campos-Vega et al., 2015).

Tabla 6. Determinacion de capacidad antioxidante (DPPH y ABTS) en el café usado
(CU), fibra del café usado obtenida por calentamiento 6hmico (CU-OH) y fibra del
café usado baja en diterpenos (FCU-BD).

Determinacion
ABTS 1274.4+32.02 333.4+332°P 277.8+15.3°P

DPPH 3151.7 +80.32 400.4+115° 381.5+9.63"

Cada valor representa la media = la desviacion estandar de tres experimentos independientes
por triplicado. Los resultados se expresan en: pmol eq. trolox por gramo muestra. Letras diferentes
por renglén indican diferencia significativa (Tukey,a 0.05).

Posteriormente al ser sometido al tratamiento de calentamiento éhmico y a
la disminucién de la parte lipidica, la capacidad antioxidante disminuyo respecto a
la muestra inicial de CU, para las dos pruebas de hasta 4.5 veces para el ABTS y
hasta 8.2 veces para el metodo DPPH. Esta reduccion podria estar relacionada con
la disminucion de-los fenoles totales en la muestra (Tabla 5) ya que los fenoles
totales reducen hasta un 55% del CU hasta el ingrediente FCU-BD, como resultado
del procesamiento. Sin embargo, a pesar de la disminucién de la capacidad
antioxidante, esta sigue siendo superior que lo reportado previamente por nuestro
grupo de trabajo, para tratamientos similares en el CU y la fibra del CU (Lopez-
Rodriguez et al., 2018). Cabe destacar que el ingrediente obtenido como la FCU-
BD sigue correspondiendo con la definicion de fibra dietaria antioxidante establecida
por (Saura-Calixto et al., 1998) la cual menciona que la capacidad antioxidante debe
provenir de la matriz de manera natural, un 50% de fibra por gramo en base secay
una capacidad de eliminar radicales libres equivalente a, al menos, 50 mg de

vitamina E (medida por el método DPPH).
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7.4 Identificacion de compuestos fendlicos, por HPLC, en el café usado,
fibra de café usado obtenida mediante calentamiento 6hmico y la fibra de café

usado baja en diterpenos.

Para la identificacion de compuestos fendlicos mediante HPLC (Tabla 7). Se
lograron identificar 4 de los 12 estandares incluidos. De los compuestos
identificados en las diferentes muestras como lo fueron el &cido galico, &cido
clorogénico, acido cafeico y (+)-catequina, el que presento mayor concentracion a
través del procesamiento fue el acido clorogénico. EI CU-OH presentd el mayor
contenido de este compuesto, seguido del CU y la FCU-BD (2.37mg/g de muestra).
Los resultados para CU son similares a lo reportado por (Lopez-Barrera; Vazquez-
Sanchez: Loarca-Pifia & Campos-Vega., 2016) y CU-OH el rendimiento fue inferior
para el acido clorogénico pero mayor para el acido galico con respecto a lo
reportado por (Vazquez-Sanchez et al.,, 2018). El -contenido de compuestos
fendlicos en la muestra es importante ya que pueden atravesar el tracto
gastrointestinal y llegar a colon, ejerciendo efectos anti-proliferativos (células cancer
colon humano, in vitro) y anti-inflamatorio (Campos-Vega et al 2015;, Vazquez-
Sanchez, et al., 2015; Lopez-Barrera-et al., 2016; Garcia- Gutiérrez et al.,2017;
Hernandez-Arriaga et al., 2017). En un estudio realizado por nuestro grupo de
trabajo, el acido clorogénico posterior a la digestion gastrointestinal in vitro mostro
un incremento de un 83%, en la fraccion no digerible del intestino delgado, con lo
cual esta fibra por medio de la fermentacién colonica, pudiera estar utilizandose este
acido que se libera de la matriz e incluso seguir liberdndose y tener asi un efecto
prebiético (Vazquez-Sanchez et al.,2018).
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Tabla 7. Compuestos fendlicos identificados por HPLC café usado (CU), fibra del
café usado obtenida por calentamiento 6hmico (CU-OH) y fibra del café usado baja
en diterpenos (FCU-BD).

Muestra Acido galico clo'erCI((:ékr)lico Acido caféico (+)-Catequina J
Café usado 0.217 £0.022 |6.64+2.622 |0.017+0.0042 |1.460+0.40%2
CU- OH 0.191 +0.002 |9.81+0.382 |0.012+0.0042 |0.298+0.01°
FCU-BD 0.189+0.022 |2.37+0.46° |0.001+0.000° |0.316+0.01°

Cada valor representa la media * la desviacion estandar de tres experimentos independientes por
triplicado. Los resultados se expresan en: mg por gramo muestra. Letras diferentes por_columna
indican diferencia significativa (Tukey, a 0.05).

7.5 Medicion del pH durante la fermentacién colénica In vitro del café usado
y la fibra de café usado baja en diterpenos.
Las diferentes muestras obtenidas fueron sometidas a una digestion

gastrointestinal in vitro, y posteriormente la fraccion no digerible del CU y la FCU-

BD fueron sometidas a la fermentacién colonica in vitro. En este procedimiento se

utilizé microbiota de un donador con las siguientes caracteristicas: 23 afios de edad,

de sexo masculino con un peso 123.5 kg, una talla de 1.65 metros y teniendo un

IMC de 45.3, clasificandose como obesidad tipo Ill, teniendo asi un donador

totalmente diferente a los participantes de estudios previos. Se evaluo el pH a través

de los diferentes tiempos de fermentacion (Tabla 8). Cabe mencionar que la FCU-

BD nunca habia sido sometido a este tipo de ensayo, a diferencia del CU que ha

sido previamente fermentado con microbiota de un donador con normo-peso y con

sobrepeso (De Cosio-Barron et al., 2020).
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Tabla 8. Medicion del pH durante la fermentacion colonica in vitro del café usado y
la fibra de café usado baja en diterpenos.

Compuesto Control+
Tiempo Blanco Rafinosa
Oh 7.48 £ 0.012 7.33 +£0.262 7.32+£0.002 | 7.16+0.14*
2h 7.15 + 0.002 5.64 + 0.03° 7.05+0.01° | 7.06 +0.00°
4h 7.13+£0.012 5.18 £ 0.01° 7.02 +£0.00° | 7.02+0.02°
6h 7.26 £ 0.162 5.59 £ 0.11° 7.08 £0.02¢ | 7.04+0.01°
12h 7.45 + 0.022 4.88 + 0.02¢ 7.18+0.01» | 7.14 +0.022
24h 7.22 £0.022 4.52 +0.01¢ 7.19+£0.01» | 7.13+0.022

Cada valor representa la media * la desviacion estandar de dos experimentos independientes por
duplicado. Los resultados expresan el PH identificado en las diferentes muestras. Letras diferentes
por columna indican diferencia significativa (Tukey, a 0.05).

La FCU-BD tuvo un comportamiento sobre el pH similar al del CU al disminuir
el pH en las horas iniciales, sin embargo, no alcanzo a disminuir los mismos valores
de pH que el CU a través del ensayo, ya que la mayor disminucion en la
fermentacién coldnica con el CU y la FCU-BD se alcanzé a las 4 h pero la
disminucién fue de solo 4.09 % para el CU y de 1.95 % para la FCU-BD, con
respecto al pH inicial sin embargo esta disminucién no fue estadisticamente
significativa. El efecto del CU sobre el pH, fue menor a lo reportado, tanto en la etapa
inicial como final, por (Hernandez-Arriaga, Dave Oomah, Campos-Vega., 2017).
Para la fermentacion de CU, pero cabe mencionar que el microbiota utilizada en
este estudio procedia de una persona con normopeso y otra con sobrepeso, donde
se alcanzo la disminucion de hasta un 9 % con respecto al pH inicial. Es importante
la medicion-en el pH a través de la fermentacion coldnica ya que la disminucion en
el pH tiene una relacion directa con el metabolismo bacteriano al momento de estar
fermentando la fibra y asi generar AGCC y otros metabolitos. Ademas, que un
cambio de pH a 5.5 nos podria indicar la presencia de organismos butirogénicos. Si
bien no se alcanza un disminucién pronunciada en el pH con el CU o la FCU-BD, la
literatura también menciona que los cambios leves en el pH, podrian indicar la
utilizacion de estos sustratos por las familias bacterianas, al instante de su
produccion (Walker, Duncan, McWilliam Leitch, Child, & Flint, 2005 ;Umemura et al.,
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2004). La mayor reduccién para las dos muestras el CU y la FCU-BD se produce a
las 4 horas de fermentacion; si bien en la literatura se menciona que la produccién
de AGCC disminuyen el pH, esta maxima reduccién no corresponde con el maximo
pico de produccion de AGCC tanto para el CUy FCU-BD (Tabla 9).

7.6 Produccion de &cidos grasos de cadena corta durante la fermentacién in
vitro del café usado y la fibra de café usado baja en diterpenos.

La produccién de AGCC para el CU y la FCU-BD se muestra en la Tabla 9;
estos son productos del metabolismo bacteriano colonico. Los &cidos acético,
propionico y butirico presentaron su pico maximo de produccion, a partir de la
fermentacién del CU, a las 12, 4 y 6 horas, respectivamente, con valores inferiores
a las reportadas previamente (24 horas, 3 a 6 nmol por litro, de los AGCC
principales) por (Gonzalez de Cosio-Barron, Hernandez-Arriaga & Campos-Vega,
2020). Sin embargo, en ese estudio la microbiota era de una persona con
sobrepeso. Para la FCU-BD la produccion: maxima de los &cidos acético y

propionico se dio a las 6 horas y para el butirico a las 12 horas (7.79 nmol por litro).

La produccion de acido. butirico a partir de la FCU-BD es mayor a lo
previamente reportado para el CU (6 nmol por litro); sin embargo, esta fibra como
se habia mencionado no habia sido sometido a fermentacién col6nica, y en los
estudios previos la fermentacion se realizé con microbiota con sobrepeso (Cosio-
Barron, Hernandez-Arriaga & Campos-Vega 2020). Las personas con sobrepeso u
obesidad tienen una mayor capacidad de producir AGCC lo que se asocia a la
disbiosis. Dado que los AGCC representan entre un 5y 10 % del requerimiento
energético de la dieta humana, una mayor produccion indica una mayor absorcion,
por lo que en su podrian llevar a una mayor acumulacion de grasa (Koh, De Vadder,
Kovatcheva-Datchary, & Backhed, 2016; Gomes, Hoffmann, & Mota, 2018). Sin
embargo, la produccién correcta de AGCC mediante un sustrato como lo puede ser
la FCUBD, podria llevar a una correcta modificacion de las familias bacterianas y
asi equilibrar la produccion de acido acético propionico y butirico; estos cambios

podrian ser observados mediante un consumo prolongado de este ingrediente. Una
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producciéon mayor de acido butirico no fue observada en el CU ya que después de
la fermentacion coldnica el acido que mas se produjo fue el acético, este acido se
ha visto relacionado con la produccion de Acetil-CoA la cual esta relacionada en el

metabolismo de glucosa (Koh, De Vadder, Kovatcheva-Datchary, & Backhed, 2016).
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Tabla 9. Produccion de acidos grasos de cadena corta durante la fermentacion colonicain vitro del café usado y la
fibra de café usado baja en diterpenos.

Acido Acético Acido propidénico Acido butirico

CuU FCU-BD CuU FCU-BD Cu FCU -BD
Nd Nd 0.48 +£0.012P0.92 + 0.06°¢ 0.68 + 0.052B 1.81 + 0.00°8
Nd 3.59 £ 0.0024 Nd 2.16 £ 0.0024 1 0.76 £ 0.0028 1.45+0.6128
1.10 £ 0.00°¢ 1.43 +0.002B Nd 1.81 £0.0028 0.29 + 0.01°B 7.79 £ 3.113A
24 Nd Nd Nd Nd Nd 2.32 £ 0.0028

Cada valor representa la media * la desviacién estandar de dos experimentos independientes por duplicado. Los resultados expresan
como mol/l en las diferentes muestras. Letras diferentes por columnayrenglén indican diferencia significativa (Tukey, a 0.05).
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7.7 Rutas metabodlicas asociadas a los metabolitos secundarios de la
fermentacion coldnica In vitro.

En la fermentacion colonica in vitro, tanto del CU como de la FCU-BD, se
identificaron los metabolitos secundarios (MS). En las Figura 8 y 9 se muestra las
diferentes rutas asociadas a la fermentacién de estos sustratos a las 4 y 6 horas, se
tomaron estos tiempos debido a que fueron los tiempos donde se observé mayor
produccion de AGCC tabla 9. Al igual, que el efecto que podrian llegar a tener los
diferentes MS identificados en este ensayo, sobre la modulacion de la microbiota
colénico, donde en una primera instancia podemos observar que las rutas asociadas
en uno y en otro. Para el CU y la FCUBD las rutas con mayor predominancia son el
metabolismo del sulfato/sulfito la cual esta asociada al catabolismo de los
compuestos fendlicos en coldn, podria llevarse a cabo en la fase Il del metabolismo
fendlico principalmente por el citocromo p450, donde en la sulfatacion de los
compuestos fendlicos se ven involucradas las enzimas sulfotransferasas, sin
embargo esta ruta tiene una mayor expresion para la FCU-BD que para el CU (F.
Shahidi & Peng, 2018). Otra via metabdlica asociada tanto para el CU como la FCU-
BD, es el metabolismo del butirato el cual es la principal fuente de energia para los
coloncitos, ademas de que promueven la reparacion celular y el mantenimiento
correcto del epitelio celular (J..Sebastian & C. Sanchez, 2017). La beta oxidacion de
los &cidos grasos de cadena muy larga es una de las rutas asociadas para el CU,
lo cual podria ser benéfico en pacientes con obesidad ya que ayudaria a disminuir
la cantidad de estos convirtiéndolos en acetil-COA para obtener energia a partir de
ellos incluso el acetil-COA esta involucrado en el metabolismo del acido butirico y
acido propiodnico (Vishwanath, 2016; P. Louis & H. Flint, 2017).

La biosintesis de los acidos grasos, es una via asociada al metabolismo de
la FCU-BD, esta asociacion es importante debido a que se observa que a partir de
la fermentacion de nuestro ingrediente se puede seguir con la sugerencia de la
modulacién positiva de las familias bacterianas a partir de la FCU-BD. La
fermentacioén a partir de la FCU-BD, con respecto al CU, tiene una mayor tendencia
a la produccion de acido butirico, asi como de los diferentes AGCC. Esto es

relevante ya que la FCU-BD podria contribuir a combatir la disbiosis que se presenta
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con frecuencia en las personas con sobrepeso y obesidad. Esta disbiosis se asocia
a diferentes factores, entre ellos una baja ingesta de fibra dietética, por lo que las
poblaciones bacterianas utilizan como sustrato proteinas o grasas que llegan hasta
al colon generando la disbiosis colonica (Koh, De Vadder, Kovatcheva-Datchary, &
Backhed, 2016). Otra de las cosas importantes que podemos observar a partir de la
fermentacion de la FCU-BD es la ruta asociada al metabolismo de la vitamina K, ya
que esto es un indicativo de que tanto como fenoles libres como ligados son
utilizados por la microbiota colonica, convirtiéndolos asi en compuestos bioactivos
que pueden ir desde carbohidratos, proteinas, AGCC, vitamina B por supuesto

vitamina K, sin embargo, esto habria que corroborarlo (F. Shahidi & Peng, 2018).
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Figura 8. Rutas metabdlicas_asotiadas a los metabolitos, producto de la fermentacion coldnica In vitro del café usado a las 4 y 6 horas de
fermentacion.
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Figura 9. Rutas metabdlicas/asaciadas a los metabolitos, producto de la fermentacion col6nica in vitro de la fibra de café usado baja en diterpenos
alas 4y 6 horas de fermentacion.
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7.7 Metabolitos coldnicos asociados a la fermentacién col6nica in vitro del
café usado y la fibra de café usado baja en diterpenos.

Producto de la fermentacion coldnica In vitro del CU y de la FCU-BD, se
identificaron los metabolitos secundarios (MS). Los MS pueden provenir del
metabolismo de proteinas, carbohidratos e incluso de compuestos fendlicos
liberados de la matriz por efecto de la digestion intestinal o del metabolismo
bacteriano; ademas los compuestos pueden tener un potencial efecto, tanto local
como a la salud del hospedero (Knirsch,s Alves dos Santos, Martins de Oliveira, &
Vessoni, 2010).

En las Figura 10 y 11 podemos observar la lista de los 40 MS mas
abundantes tanto para la fermentacion colénica in vitro del CU y la FCU-BD a
diferentes tiempos (0, 2, 6, 12 y 24 h). Sin embargo, no son los Unicos ya que se
lograron identificar 394 y 391 MS respectivamente. La closterizacion para el CU nos
indica lo siguiente, las 0 y 6 h muestran una relacion entre ellas de una manera mas
directa y estas a su vez se relacionan con los metabolitos secundarios de las 2y 4
h, esto nos podria indicar que la metabolizacion y utilizacién de estos por la
microbiota tienen una relacion directa, que con los metabolitos secundarios de las
12y 24 h. Parala FCU-BD las 4 y 6 h, son el tiempo que tienen mayor relacién entre
ellos esto pudiera tener relacién con que a este mismo tiempo, se producen mas
AGCC, lo cual pudiera-ocasionar una mayor produccién de MS en la muestra, el
tiempo que menor relacibn muestra con los tiempos mencionado es 24h, sin
embargo en este encontramos un concentracion elevada de fenol, el cual puede
provenir de la fermentacion de la fibra al igual que diferentes derivados de AGCC,
los cuales pudieran producirse por efecto de la microbiota colbénica. Al discutir
diferentes MS podemos encontrar a el &cido maldnico el cual es un precursor de
AGCC y un componente estructural de algunas plantas derivado de flavonoides,
como se discutio en secciones anteriores el incremento de estos AGCC se ve
incrementado con las horas de fermentacién, como podemos observar este MS
presenta su mayor concentraciéon en el tiempo cero, disminuye a las 2 horas y
posteriormente a ellas no puede ser localizado por lo cual podriamos sugerir que es

utilizado para el metabolismo de AGCC. Otro MS que podemos observar es el fenol
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el cual se ve involucrado en el metabolismo de la FCU-BD aparece a partir de las 4
horas se mantiene a las durante la fermentacion alcanzando su pico maximo a la 24
horas, para el CU este compuesto se identifica en todos los tiempos de fermentacion
incrementando y disminuyendo sin llegar a escasear, se habian reportado
principalmente dos compuestos acido cafeoilquinico y acido clorogénico los cuales
se han visto involucrados en efectos benéficos a la salud como la reduccion de
indice de diabetes y ateroesclerosis, inducen la apoptosis de las célula
cancerigenas como HT-29 y SW480 ademas de participar en la prevencion del
cancer de colon, ademas de que hay algunos géneros de baterias que utilizan los
compuestos fendélicos como sustrato algunos son Bacteroides spp, Clostridium
orbiscindens, Butyrivibrio sp. C3, and Eubacterium oxidoreducens. (Jiménez,
Pastoriza, & Rufian, 2015; Hernandez-Arriaga, Dave Qomah, & Campos-Vega,
2017b; Garcia-Gutiéerrez, et al., 2017; F. Shahidi & Peng, 2018). Diferentes MS por
metabolismo del fenol fueron localizados -para el CU &cido3-Hidroxi-3-
fenilpropanoico el cual es localizado a las 4 y 6 horas de fermentacion, al igual que
para la FCU-BD se pudo localizar MS derivados de los compuestos fendlicos como
(Hidroxitolueno butilado y acido .3- (3-hidroxifenil) -3-hidroxipropilo) el primer
compuesto de estos ultimos es localizado a partir de las 2 horas y alcanza su pico
a las 24 horas, mientras que el segundo compuesto alcanza su pico a las 12 horas
del metabolismo colbnico, este tipo de hidroxilacion es caracteristica del
metabolismo bacteriano en la fase Il donde participa el complejo P450 y los
coloncitos los cuales no solo utiliza fenoles como sustrato sino que biotrasforman
compuestos como carbohidratos, aminoacidos y acidos grasos para convertirlos en

compuestos fenélicos mas simples (F. Shahidi & Peng, 2018).

Otros MS identificados dentro de la fermentacion del CU, en los 40 mas
abundantes, relacionados a las vias metabdlicas principales mostradas en la Figura
8 (Disulfuro-dimetil, sulfuro de 2-cloroetil n-propilo, trisulfuro de dimetilo) estos se
encuentran relacionados al metabolismo de los sulfitos y sulfato al igual que MS
relacionados a con el metabolismo del butirato dentro de los cuales encontramos a
los siguientes (2,4-Di-terc-butilfenol, 2,6-Di-terc-butil-4-hidroxi-4-metilciclohexa-2,5-
dien-1-ona, 2-Metil-6-terc-butilfenol, 2- terc-butil-4-metilfenol, tert-butildimetilsilil éter
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butildimetilsilil  éter, 2-tert-butil-6-metil-fenol, terc-butildimetilsilil  éter, 3-
cloropropano-1,2-diol, bis (terc-butildimetilsilil) éter, Acido butanoico, éster butilico,
acido propanoico, éster 2-metil-, 3-hidroxi-2,2,4-trimetilpentilico, cianamida,
dibutilo). De estos el 2-tert-butil-6-metil-fenol el cual presenta su mayor
concentracion en el tiempo 4 y 6 h, sin embargo este ya esta presente en al tiempo
0 h, por lo cual podria ser un compuesto ya expuesto, desde las etapas de digestion
previas, de estos MS el que mas concentracion presenta es el Cianamida, dibutil el
cual es localizado a partir de las 4 h, teniendo su mayor pico a las 24 h, alimentos
ricos en cianamida se han sugerido con beneficios a la salud como: antioxidantes,
disminucién de los niveles de fosfolipidos, triglicéridos y colesterol, ademas de
ayudar a la absorcién del calcio y magnesio en el colon, estimulando asi el

crecimiento bacteriano (Iriondo-DeHondo et al., 2018).

Dentro de los MS localizados en los primero 40 podemos encontrar algunos
procedentes de la FCU-BD que se relaciona con una de las vias principales
mostrada en la figura 9 como lo son (1-butanol, acido butanoico, 2-metil-, cianidina
dibutilo) los cuales se involucran en el metabolismo de butirato. Dentro de esos
metabolitos secundarios el 1l-butanol-es caracteristico de la fermentacién de
carbohidratos de manera anaerobia por lo que la concentracion de este MS a las 2
y 12 horas, este MS puede ser producido por E.coli (Zheng et al., 2009). Uno de
los MS encontrado tanto en el CU como en la FCU-BD es el indole es cual es
producto del metabolismo de aminoacidos aromaticos como tirosina, triptéfano y
fenilalanina, este compuesto es importante debido a que este se ve involucrado en
el metabolismo de la melatonina y pudiera participar en la modulacién del ciclo
circadiano de las personas con sobrepeso u obesidad, ademas de que el indol ha
sido asociado a la inhibicién de cancer (Macfarlane & Macfarlane, 2004; Zhao et al.,
2019)
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Figura 11. Metabolitos secundarios asociados a la fermentacion colonica de
la fibra de café usado bajo en diterpenos
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8.0 Conclusiones

Dentro de la composicion quimica de la FCU-BD mostro tener un contenido
elevado de fibra superior al 50% con respecto a los carbohidratos, ademas de que
en su composicién nutraceutica mostro tener caracter de fibra dietaria antioxidante
lo que la convierte en un ingrediente con potenciales beneficios a la salud. Para el
ensayo de la fermentacion colonica in vitro de la FCU-BD, hasta este trabajo era
desconocido su comportamiento en este ensayo y al ser comparada con el CU se
observé mayor produccion de AGCC a partir de este sustrato en especial acido
butirico. Ademas de observar que a partir de la fermentacién por la produccién de
diversos metabolitos secundarios y mediante un analisis metaboldomico, se pudo
observar que se activan vias metabdlicas secundarias como la biosintesis de 4cidos
grasos, produccion de acido butirico y estaria por comprobarse el metabolismo de
la vitamina K, lo cual ha podria mostrar tener una modulacion positiva de la
microbiota colonica ademas de observar que esta también se utilizan compuestos
fendlicos de la muestra libres o que se liberan producto de la fermentacion con lo
cual se pudiera sugerir que partir del-consumo de esta fibra personas con sobre
peso y obesidad podrian tener 'una modulacién positiva de las poblaciones

microbianas, sin embargo habria que corroborarlo.
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ANEXO |
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
Posgrado de Alimentos, Facultad de Quimica
“Carta consentimiento para participar en el proyecto de investigacion”

Titulo del protocolo:
“Efecto in vitro de la fibra dietaria antioxidante de café (Coffea arabica L.)
usado sobre la microbiota colénico humana y sus metabolitos”

Investigador principal: Dra. Rocio Campos Vega
Sede donde se realizara el estudio: Departamento de Investigacion y Posgrado de
Alimentos. Facultad de Quimica. Universidad Autonoma de Querétaro.

INVITACION

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion. Antes de
decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes
apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con
absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar

sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se
le pedira que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara una

copia firmada y fechada.

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La fibra del café usado ha sido asociada a diferentes efectos benéficos a la salud,
lo cual ha sido atribuido a la fermentacion de la fibra en la region colonica. Para
dilucidar el mecanismo de accién de estos compuestos es importante comprender
como son transformados durante la digestion gastrointestinal, ya que en base a su
forma quimica pueden o no ser aprovechados y cumplir su funcién en las células de
destino, o ser desechados por el organismo.

2. OBJETIVO DEL ESTUDIO

Evaluar el efecto in vitro de la fibra antioxidante de café usado (Coffea arabica L.)
sobre la composicion de la microbiota col6nica humana, el metabolismo de
compuestos antioxidantes y la fermentacion de la fibra dietaria.
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3. BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Este estudio permitira conocer el efecto de la fibra dietaria contenida en el café
usado sobre la microbiota colonica del ser humano.

4. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

En caso de aceptar participar en el estudio usted seguira el siguiente
procedimiento:

1. Se aplicard un breve cuestionario para determinar su historia clinica y sus
hébitos de alimentacion.

2. Usted tendra que asistir el dia y hora sefialados al laboratorio de Bioquimica
Toxicologica del Posgrado de Alimentos, Facultad de Quimica de la
Universidad Autbnoma de Querétaro. Debera haber consumido su ultimo
alimento al menos 90 minutos antes del inicio del ensayo. Ademas, cepillarse
los dientes, sin pasta dental o cualquier otro producto para el aseo bucal,
solamente con agua natural. Antes de iniciar el ensayo, se le pedira
enjuagarse la boca con agua. Se le solicitard que mastique 1 gramo de
muestra (fibra dietaria de café usado) 15 veces, durante 15 segundos,
descargando el contenido -en un vaso. Inmediatamente después, se
enjuagara la boca por 15 segundos con otros 5 mL de agua destilada,
depositando el liquido en el vaso anterior. Esto se repetira en dos dias
diferentes.

5. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Este estudio consta de 1 sola fase en la que masticara fibra dietaria de café usado.
De no expresar alergia o intolerancias previas a este producto, este procedimiento
no implica ningun riesgo para usted.

En caso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario o requiera otro

tipo de atencidn, ésta se le brindara en los términos del apartado 6.
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6. ACLARACIONES

Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no
aceptar la invitacion.

Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee,
-aun cuando el investigador responsable no se lo solicite-, pudiendo informar
0 no, las razones de su decision, la cual ser& respetada en su integridad.
No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

No recibira pago por su participacion.

En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada
sobre el mismo, al investigador responsable.

En caso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario no previsto,
se le proporcionarda el cuidado médico apropiado, siempre que estos efectos
sean consecuencia de su participacion en el estudio, previamente valorado
por el médico.

No tendr& que hacer gasto alguno durante el estudio.

No recibira pago por su participacion.

En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada
sobre el mismo, al investigador corresponsable al teléfono: 1921200 ext:
5585

La informacion obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de
cada paciente, serd mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de
investigadores.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion,
puede, si asi lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado que

forma parte de este documento.
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7. INFORMACION DE CONTACTO

Si tiene alguna pregunta acerca de su participacion o desea la opinién de otra
persona fuera del estudio, usted puede consultar al médico de su confianza.

En caso de que tenga cualquier pregunta acerca del proyecto o en caso de una
emergencia, llame al nimero 4921713983, con el L. N. Diego Antonio Hernandez
Montoya.

8. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido y comprendido la

informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera
satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio
pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en participar
en este estudio de investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta

forma de consentimiento.

Firma del participante

Fecha de la firma

Testigo 1 Fecha
Testigo 2 Fecha
He explicado al Sr(a). la naturaleza y

los propédsitos de la investigacién; le he explicado acerca de los riesgos y
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beneficios que implica su participacién. He contestado a las preguntas en la
medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y
conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres

humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesidén de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el

presente documento.

Firma del investigador Fecha
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9. CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Titulo del protocolo:
Investigador principal:
Sede donde se realizara el estudio:

Nombre del participante:

Por este conducto deseo informar mi decision de retirarme de este protocolo de

investigacion por las siguientes razones: (Opcional)

Nombre del participante

Firma del participante o del padre o tutor

Fecha de la firma
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ANEXO Il

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
Posgrado de Alimentos, Facultad de Quimica
“Carta consentimiento para participar en el proyecto de investigacion”

Titulo del protocolo:
“Efecto in vitro de la fibra dietaria antioxidante de café (Coffea arabicaL.)
usado sobre la microbiota colénica humana y sus metabolitos”

Investigador principal: Dra. Rocio Campos Vega
Sede donde se realizara el estudio: Departamento de Investigacion y Posgrado de
Alimentos. Facultad de Quimica. Universidad Autbnoma de Querétaro.

INVITACION

A usted se le esté invitando a participar en este estudio de investigacion. Antes de
decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes
apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con
absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar
sus dudas al respecto. Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea
participar, entonces se le pedira que firme esta forma de consentimiento, de la
cual se le entregara una copiafirmada y fechada.

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La fibra del café usado ha sido asociada a diferentes efectos benéficos a la salud,
lo cual ha sido atribuido a la fermentacién de la fibra en la regién colénica. Para
dilucidar el mecanismo de accidén de estos compuestos es importante comprender
como son transformados durante la digestidén gastrointestinal, ya que en base a su
forma quimica pueden o no ser aprovechados y cumplir su funcion en las células
de destino, o ser desechados por el organismo.

2. OBJETIVO DEL ESTUDIO

Evaluar el efecto in vitro de la fibra antioxidante de café usado (Coffea
arabica L.) sobre la composicién de la microbiota colénica humana, el
metabolismo de compuestos antioxidantes y fibra.

3. BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Este estudio permitira conocer el efecto de la fibra dietaria contenida en el café
usado sobre la microbiota colénica del ser humano.
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4. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

1.

2.

Se aplicarad un breve cuestionario para determinar su historia clinica y sus
hébitos de alimentacion.

Un dia antes del ensayo, usted tendra que asistir en la hora sefialada al

laboratorio de Bioquimica Toxicolégica del Posgrado de Alimentos, Facultad de

Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro. Se le entregara un vaso

para muestra estéril en el cual debera colectar su primera deposicion del dia y

traerla al laboratorio seflalado anteriormente.

5. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Este estudio consta de 1 sola fase en la que se hara una donacion de inoculo

fecal, el cual sera utilizado como fuente de la microbiota representativa del colon.

Este procedimiento no implica ningun riesgo para usted.

6

. ACLARACIONES

Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

No habrd ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no
aceptar la invitacion.

Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee,
-aun cuando el investigador responsable no se lo solicite-, pudiendo informar
0 no, las razones de su decision, la cual sera respetada en su integridad.
No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

No recibira pago por su participacion.

En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacién actualizada
sobre el mismo, al investigador responsable.

En caso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario no previsto,
se le proporcionara el cuidado médico apropiado, siempre que estos efectos
sean consecuencia de su participacion en el estudio, previamente valorado
por el médico.

No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

No recibira pago por su participacion.
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e En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada
sobre el mismo, al investigador corresponsable al teléfono: 1921200 ext:
5585

e La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de
cada paciente, sera mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de
investigadores.

e Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion,
puede, si asi lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado que

forma parte de este documento.

7. INFORMACION DE CONTACTO

Si tiene alguna pregunta acerca de su participacién-o desea la opinién de otra
persona fuera del estudio, usted puede consultar-al médico de su confianza.

En caso de que tenga cualquier pregunta acerca del proyecto o en caso de una
emergencia, llame al nimero 49217139830, con el L. N. Diego Antonio Hernandez
Montoya.

8. CONSENTIMIENTO INFORMADO
Yo, he leido y comprendido la

informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera
satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio
pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en participar
en este estudio de investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta

forma de consentimiento.

Firma del participante

Fecha de la firma
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Testigo 1 Fecha

Testigo 2 Fecha

He explicado al Sr(a). la naturaleza y

los propédsitos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y
beneficios que implica su participacion. He contestado a las preguntas en la
medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y
conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres

humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el

presente documento.

Firma del investigador Fecha
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9. CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO
Titulo del protocolo:
Investigador principal:
Sede donde se realizara el estudio:

Nombre del participante:

Por este conducto deseo informar mi decision de retirarme de este protocolo de

investigacion por las siguientes razones: (Opcional)

Nombre del participante

Firma del participante o del padre o tutor

Fecha de la firma
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ANEXO I
Los experimentos con animales seran realizados por una persona

capacitada, en el manejo de animales. A continuacion, se muestra la constancia del

curso de manejo de animales que lo avala.
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