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!
RESUMEN!

!

El!café!es!una!de!las!bebidas!más!populares!en!el!mundo,!y!es!el!resultado!

de!un!largo!y!complejo!proceso!tecnológico,!desde!el!cultivo!hasta!la!preparación!

de! la! bebida,! siendo! la! segunda! bebida! más! consumida! después! del! agua.! La!

industria!cafetalera!es!una!de!las!principales!fuentes!contaminantes!del!continente!

americano,! debido! a! que! solamente! utiliza! el! 9.5! %! del! fruto! fresco! para! la!

preparación!de!la!bebida,!quedando!un!90.5!%!como!residuo.!Entre!los!principales!!

subproductos! generados! se! encuentra! el! café! usado! (CU),! el! cual! es! el! residuo!

sólido!recuperado!posterior!a!la!preparación!de!la!bebida!y!el!café!soluble.!Debido!

a! los! compuestos! bioactivos! presentes! en! el! CU,! entre! ellos! la! fibra! dietaria,!

relacionada! con! beneficios! prebióticos! modulados! por! compuestos! como:! los!

oligosacáridos,! compuestos! fenólicos,! entre! otros,! es! importante! encontrar! ideas!

practicas!e!innovadoras!que!permitan!su!uso!en!la!industria!de!alimentos,!dando!un!

valor!agregado!a!este!producto!de!desecho,!con!potenciales!beneficios!a!la!salud!

del! consumidor.! El! objetivo! del! trabajo! fue! determinar! la! bioaccesibilidad,!

permeabilidad! y! efecto! sobre! la! microbiota! intestinal! in( vitro! de! compuestos!
nutracéuticos! del! café! (Coffea( arabica! L.)! usado,! tostado!medio! (TM)! y! tostado!
obscuro!(TO),!utilizando!microbiota!de!sujeto!con!peso!normal!y!uno!con!sobrepeso.!

La! fibra! total! (soluble! e! insoluble)! fue! cuantificada! y! el! CU! fue! sometido! a! una!

digestión!gastrointestinal! in(vitro!(bocaYcolon).!El!mayor!contenido!de!fibra!total!lo!
presentó! el! CU! con! TM! (58.1! %).! Rafinosa,! estaquiosa! y! verbascosa! fueron!

identificados!en!el!grano!de!café!mientras!que!solo!los!dos!últimos!se!encontraron!

en!el!CU!(0.68!y!0.69]!0.68!y!0.66]!TO!y!TM,!mg!Eq!de!estaquiosa!y!verbascosa/g!

muestra,! respectivamente).! La! mayor! bioaccesibilidad! gastrointestinal! de!

estaquiosa!y!verbascosa!se!logró!a!los!15!min!de!digestión!en!el!intestino!delgado.!

La! microbiota! de! sujetos! con! sobrepeso! logró! la! mayor! bioaccesibilidad! de!

estaquiosa!y!rafinosa,!con!los!valores!más!altos!para!rafinosa!(4.47!y!4.53!mg!Eq/g!

muestra,!TO!y!TM,!respectivamente,!p!<!0.05)!en!comparación!con!el!sujeto! !de!
peso!normal,! con! la!que! se!obtuvo! la!mayor!bioaccesibilidad!de! verbascosa.! La!

mayor!bioaccesibilidad!gastrointestinal!de!las!melanoidinas!se!logró!durante!los!15!

min!de!digestión!en!el!intestino!delgado!de!CU/TM!(10.00g!de!melanoidinas/100g!

de!muestra).!El!CU/TM!mostró!la!mayor!inhibición!de!la!actividad!de!las!enzimas!βY

glucosidasa,!βYglucuronidasa,!triptofanasa!y!ureasa,!teniendo!un!efecto!similar!al!de!

la! inulina.!Se!realizó!una!extracción!de!DNA!de!los!productos!de!la!fermentación!

colónica!in(vitro!con!la!que!se!obtuvo!un!perfil!microbiano.!Los!resultados!mostraron!
que!el!CU/TO!con!la!microbiota!de!sobrepeso!presentó!diferencia!en!comparación!

con!el!TM!y!el! control! negativo.!Por! primera! vez! se!aportan! resultados! sobre! la!

bioaccesibilidad!gastrointestinal!de! los!oligosacáridos!y!melanoidinas!del!CU,!así!

como!la! influencia!de! la!microbiota!colónica.!Los!resultados!sugieren!el!potencial!

funcional!del!CU!como!ingrediente!en!la!industria!alimentaria.!Se!requieren!estudios!

adicionales!para!validar!los!resultados!de!este!trabajo.!

!

(Palabras! clave:! café! usado,! fibra! dietaria! antioxidante,! bioaccesibilidad,!
oligosacáridos,! melanoidinas,! microbiota,! digestión! gastrointestinal! in( vitro,!
fermentación!colónica!in(vitro).!!
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ABSTRACT!
!
Coffee!is!one!of!the!most!popular!beverages!in!the!world,!and!it! is!the!result!of!a!

long!and!complex!technological!process,!from!cultivation!to!the!preparation!of!the!

beverage.!It!is!the!second!most!consumed!beverage!after!water.!The!coffee!industry!

is!one!of!the!main!polluting!sources!in!the!Americas!because!it!uses!only!9.5!%!of!

fresh!fruit!for!the!preparation!of!the!beverage,!generating!90.5!%!as!waste.!The!main!

subproducts!generated!is!spent!coffee!grounds!(SCG),!it!is!a!solid!residue!recovered!

after! the! preparation! of! the! beverage! and! soluble! coffee.! Due! the! bioactive!

compounds!present! in!SCG,! including!dietary! fiber,!with!prebiotic! related!benefits!

modulated!by!compounds!such!as!oligosaccharides,!phenolic!compounds,!among!

the!others,! it! is! important! to! find! innovative! ideas! that!allow! their!use! in! the! food!

industry,!giving!an!added!value!to!this!waste!product,!with!potential!benefits!to!the!

health! of! consumers.! The! main! objective! of! this! work! was! to! determinate! the!

bioaccesibility,! permeability! and! effect! on! intestinal! microbiota! in( vitro! from!
nutraceutical!compounds!of!the!spent!coffee!(Coffea(arabica!L.)!grounds,!light!and!
dark! roasted,!using!microbiota! from!subjects!with!normal!weight!and!overweight.!

Total!fiber!(soluble!and!insoluble)!was!quantified!and!SCG!was!subjected!to!in(vitro!
gastrointestinal! digestion! (mouthYcolon).! The!highest! content! of! total! dietary! fiber!

was! obtained! from! SCGYlight! roasted! (58.1! %).! Raffinose,! stachyose! and!

verbascose!were!identified!in!coffee!beans,!while!only!the!last!two!compounds!were!

found!in!the!SCG!samples!(0.68!and!0.69,!0.68!and!0.66,!light!and!dark!roasted,!µg!

equivalent! of! stachyose! and! verbascose/g! sample,! respectively).! Small! intestinal!

digestion!(15!min)!induced!the!highest!gastrointestinal!bioaccessibility!of!stachyose!

and!verbascose.!While!microbiota!from!overweight!subjects!displayed!the!highest!

release!of!raffinose!(for!both!roasting!levels,!compared!with!normal!weight),!up!to!

4.47!mg!for!dark!and!up!to!4.53!mg!for!light!samples.!The!highest!gastrointestinal!

bioaccessibility!of!melanoidins!was!achieved!after!15!min!of!small!intestinal!digestion!

of! the!SCGYlight! roasted!(10!g!melanoidins/100g!sample).!The!SCGYlight! roasted!

showed!the!highest!inhibition!activity!of!the!βYglucosidase,!urease,!βYglucuronidase,!

tryptophanase!enzymes,!which!are!considered!harmful,!and!it!have!similar!effect!of!

inulin.! It! has! been! made! DNA! extraction! from! the! in( vitro! colonic! fermentation!
products,! where! the! overweight! microbiota! showed! difference! compared! to! light!

roasted!and!the!negative!control.!To!our!knowledge,!this!is!the!first!work!reporting!

oligosaccharides! and!melanoidins! gastrointestinal! bioaccessibility! from! SCG! and!

and! the! influence! of! the! colonic! microbiota.! The! results! suggest! the! potential!

functional!of!SCG!supporting!their!use!as!ingredient!into!the!food!industry.!Further!

studies!are!required!to!validate!the!results!of!this!work.!

!

!

Keywords:! spent! coffee,! bioaccessibility,! melanoidins,! oligosaccharides,! in( vitro!
gastrointestinal!digestion,!in(vitro!colonic!fermentation!

!
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I.!INTRODUCCIÓN!
!

El! café! es! una! de! las! bebidas! más! populares! en! el! mundo,! siendo! la!

segunda!bebida!más!consumida,!después!del!agua.!El!café!es!el!resultado!de!un!

largo! y! complejo! proceso! tecnológico,! desde! el! cultivo! hasta! la! preparación! de!

bebidas.!Aunque!actualmente!la!producción!más!grande!se!realiza!en!países!como!

Brasil,!Vietnam!o!Colombia,!su!origen!es!Etiopía!y!Arabia!(Esquivel!y!Jiménez,!2012]!

Murthy!y!Naidu,!2010).!

La! Organización! Internacional! del! Café! (ICO,! por! sus! siglas! en! inglés),!

estimó!un!número!de!145!millones!de!sacos!de!café!producidos!en!el!mundo!entre!

el!2014!y!el!2015.!Casi!el!50!%!de!la!producción!mundial!de!café!se!procesa!para!

la!preparación!de!café!soluble!generando!alrededor!de!6!millones!de!toneladas!de!

CU!por!año!(Mussatto!et(al.,!2011c).!Además,!está!estimado!que!el!consumo!de!

café!aumentó!en!1.8!%!en!el!año!2014,!por!lo!que!este!producto!se!ha!convertido!

en!una!demanda!importante!para!muchos!países,!especialmente!en!los!mercados!

tradicionales!(Canadá,!la!Unión!Europea,!Japón,!Noruega,!Suiza!y!Estados!Unidos),!

pero!el!mayor!potencial!está!en!los!mercados!emergentes!(Argelia,!Australia,!Rusia,!

Corea!del!Sur,!Turquía!y!Ucrania,!entre!otros),!así!como!en!los!países!exportadores!

de!café.!!

El!café!es!una!bebida!que!se!obtiene!a!partir!de!la!mezcla!en!agua!caliente!

de! los! granos! tostados! de! la! planta! de! café! (Coffea! de! la! familia! Rubiaceae,!

conocida! como! cafeto).! Su! popularidad! se! debe! a! sus! efectos! estimulantes!

causados!principalmente!por!la!cafeína,!la!cual!representa!alrededor!del!0.75!!al!1.5!

%!del!peso!del!grano!(Belitz!y!Grosch,!1999).!

La! industria! cafetalera! es! uno! de! los! principales! contaminadores! del!

continente!americano,!debido!a!que!durante!el!procesamiento!del!café!únicamente!

se!emplea!el!9.5!%!del!fruto!fresco!para!la!preparación!de!la!bebida,!quedando!un!

90.5!%!como!subproductos.!Entre!los!principales!subproductos!generados!durante!

los!procesos!de!industrialización!del!café!se!encuentra!la!pulpa!fresca,!el!mucilago,!

pergamino! y! el! CU! (RodriguezYValencia,! 2010),! este! último! retiene! material!

orgánico,! cafeína,! taninos! y! polifenoles,! entre! otros! compuestos,! que! se! han!



! 2!

convertido! en! un! problema! de! contaminación! ambiental! (Bravo! et( al.,! 2012]!

Mussatto!et(al.,!!2011c).!!

El! café! tostadoYmolido! usado,! o! café! usado,! es! el! principal! subproducto!

generado!durante!la!producción!de!café!instantáneo!mediante!extracción!con!agua!

caliente,! a! partir! de! granos! de! café! tostado.! Éste! contiene! varios! compuestos!

relacionados! con! la! salud,! como! son:! fibra! dietaria,! compuestos! fenólicos,!

melanoidinas,! diterpenos,! xantinas! y! vitamina,! entre! otros.! Los! compuestos!

fenólicos!del!café!han!atraído!mucho!interés!en!los!últimos!años!debido!a!sus!fuertes!

propiedades!antioxidantes!y!quelantes!de!metales.!Los!ácidos!clorogénicos!(CGA,!

por!sus!siglas!en!inglés)!son!los!principales!componentes!de!la!fracción!fenólica!de!

semillas!de!café!verde,!son!altamente!biodisponibles,!son!de!fácil!absorción!y/o!son!

metabolizados! en! todo! el! tracto! gastrointestinal! (Farah! et( al.,( 2005).! Durante! el!

tostado!del!café!las!altas!temperaturas!ocasionan!una!reducción!de!los!CGA,!por!

transformación!en!quinolactonas!y!melanoidinas.!Las!melanoidinas!son!compuestos!

de!color!marrón!con!alto!peso!molecular,!procedentes!de! la! reacción!de!Maillard!

entre! grupos! amino! y! grupos! carbonilo,! los! cuales! presentan! capacidad!

antioxidante.! Además! en! estudios! recientes! se! ha! reportado! que! modulan! el!

crecimiento!de!bacterias!en!el!colon!y!tienen!efectos!antiinflamatorios!(Esquivel!y!

Jiménez,!2012]!Panusa!et(al.,!2013).!!

Una!de!las!principales!características!del!los!subproductos!vegetales!es!su!

fuente! de! fibra,! la! cual! es! de! gran! importancia! debido! a! que! participan! en! la!

prevención! de! desordenes! gastrointestinales! (movilidad! y! el! tiempo! de! tránsito,!

síndrome! de! intestino! irritable,! enfermedad! de! Crohn,! estreñimiento,! etc.),!!

enfermedad! cardíaca! coronaria,! efecto! prebiótico,! saciedad! y! disminución! de! la!

obesidad.!Además!de!su!importancia!en!el!mantenimiento!del!colon,!mejorando!el!

sistema!inmunológico!(Slavin,!2013]!Slavin,!1987).!!

La!fibra!dietaria!se!define!como!los!restos!de!alimentos!de!origen!vegetal!

que! quedan! después! de! la! hidrólisis! por! las! enzimas! del! sistema! digestivo,!

clasificándose!tanto!en!solubles!como!insolubles.!Esta!proporciona!sustratos!para!

la! fermentación! a! las! bacterias! en! el! intestino! grueso,! produciendo! diversos!

compuestos! finales! como! los! ácidos! grasos! de! cadena! corta! (AGCC]! acétato,!
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propiónato!y!butirato,!principalmente),!así!como!!amoníaco,!gases,!H2,!CO2,!aminas!

y!!fenoles!(SauraYCalixto,!1998,!2011)!.!

Hoy!en!día!existe!una!gran!demanda!por!productos!alimenticios!libres!de!

aditivos! o! productos! nutricionales! y/o! saludables,! que! induce! a! la! industria!

alimentaria! a! encontrar! nuevas! fuentes! de! antioxidantes! y! de! compuestos!

bioactivos.!Es!por!esto!que!el!conocimiento,!uso!y!benéficios!de! los!compuestos!

bioactivos!extraídos!del!residuo!de!café!se!vuelve!un!tema!de!interés!buscando!que!

estos!tengan!un!beneficio!para!la!salud!de!la!población.!!

!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
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II.!ANTECEDENTES!

II.1!Café!!

II.1.1!Generalidades!!

!

El!café!ha!sido!consumido!durante!más!de!1.000!años!y!hoy!es!la!bebida!

más!consumida!en!el!mundo]!alrededor!de!400!mil!millones!de!tazas!de!café!son!

consumidas!al!año!(Infographic,!2015).!El!café!es!uno!de!los!productos!alimenticios!

más!importantes!del!mundo!y!ocupa!el!segundo!lugar,!después!del!petróleo!crudo,!

entre!todos!los!productos!básicos.!Alrededor!de!60!países!tropicales!y!subtropicales!

producen!café!ampliamente,!siendo!para!algunos!de!ellos!el!principal!producto!de!

exportación! agrícola! (Lashermes! et( al.,! 2008).! ! En! 2008,! de! acuerdo! a! la!

"Organización!Internacional!del!Café",! la!producción!de!café!ascendió!a!cerca!de!

680!millones!de!toneladas!(Reffas!et(al.,!2010).!!

El!cafeto!o!arbusto!del!café!pertenece!a!la!familia!Rubiaceae.!Los!granos!

del! café! se! producen! de! la! planta! de!Coffea( L.,! de! los! cuales! hay! más! de! 70!

especies.! Sin! embargo,! sólo! dos! de! estas! especies! se! exploran! en! el! comercio!

mundial:!Coffea( arabica! (arabica),! considerada! como! la!más! noble! de! todas! las!

plantas! de! café,! proporcionando! el! 75! %! de! la! producción! mundial]! y! Coffea(

canephora!(robusta),!considerada!más!ácida,!pero!más!resistente!a!plagas,!la!cual!

proporciona!el!25!%!de!la!producción!mundial.!C.(arabica!es!un!arbusto!originario!

de!Etiopía!y!se!desarrolla!bien!en!altitudes!altas! (600Y2000!m),!mientras!que! las!

plantaciones!de!C.(canephora!se!adaptan!en!altitudes!por!debajo!de!600!m!(Belitz!

y!Grosch,!1999]!Etienne,!2005).!

La!economía!principal!del!café!se!debe!a!la!bebida,!una!infusión!preparada!

a! partir! de! granos! tostados! y! molidos.! Las! bebidas! mayormente,! consumidas!

alrededor!del!mundo,!son!producidas!por! las!especies!Coffea(arabica! (arabica)!y!

Coffea(canephora!(robusta)!(Bertrand!et(al.,!2003).!!

Las!cerezas!son!la!fruta!cruda!de!la!planta!de!café,!que!se!componen!de!

dos! granos! de! café! cubiertos! por! un! pergamino! delgado! como! casco! y! además!

rodeado!de!pulpa,!como!se!muestra!en!la!Figura!1!(Mussatto!et!al.,!2011c).!!
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!

!

!

!

!

!

!

!

Figura!!1.!Composición!del!café!

(“Café!Gila,”!2014)!

!

La!cereza!tiene!un!blando!y!duro!pericarpio,!de!color!verde,!que!se!vuelve!

rojoYvioleta!o!rojo!intenso!al!madurar.!El!pericarpio!cubre!el!mesocarpio!exterior,!es!

decir,!la!pulpa!amarillenta,!fibrosa!y!dulce.!Esto!es!seguido!por!una!capa!traslucida,!

incolora,!delgada,!viscosa!y!altamente!hidratada!de!mucílago!(también!llamada!la!

capa!de!pectina).!!Luego!continúa!una!capa!delgada!y!amarilla!llamada!pergamino.!

Y!por!último!la!película!plateada,!!que!cubre!el!hemisferio!del!grano!de!café!(Berbert!

et(al.,!2001).!!!

Estas!cerezas!se!cosechan!generalmente!después!de!5!años!de!plantación!

de!los!árboles!de!café!y!cuando!el!fruto!se!vuelve!rojo.!El!procesamiento!del!café!

inicia!con!la!conversión!de!las!cerezas!de!café!en!granos!de!café!verde,!eliminando!

la! pulpa! y! el! pericarpio! utilizando! un!método! húmedo! o! seco.! Dependiendo! del!

método!de!procesamiento!de!cerezas!de!café,!es!decir,!el!proceso!húmedo!o!seco,!

los! residuos! sólidos! obtenidos! tienen! diferentes! terminologías:! pulpa! o! cáscara,!

respectivamente.! El! método! en! seco,! comúnmente! utilizado! para! robusta,! es!

tecnológicamente!más!simple!en!comparación!con!el!método!húmedo,!que!se!utiliza!

generalmente!para!los!granos!de!café!arabica.!En!el!método!seco!los!frutos!de!café!

recolectados!se!secan!al!sol!y!luego!mecánicamente!son!descascarados!eliminando!

las!capas!(piel,!pulpa,!y!pergamino)!que!rodean!las!semillas,!todo!esto!en!un!solo!

paso! (Vaast! et( al.,! 2006).! En! cambio! para! el! método! húmedo,! la! pulpa! y! el!

pergamino!se!retiran!mientras!la!cereza!está!todavía!fresca]!este!proceso!implica!
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varias!etapas!que!comprenden!cantidades!considerables!de!agua!y!también!incluye!

una!etapa!de! fermentación!microbiana,!con!el! fin!de!eliminar!cualquier!mucílago!

unido!a!los!granos!(Arya!y!Rao,!2007]!GonzalezYRios!et(al.,!2007).!!

El! tostado! de! los! granos! de! café! es! un! paso! muy! importante! en! el!

procesamiento! del! mismo,! ya! que! las! propiedades! organolépticas! específicas!

(sabores,!aromas!y!color)!se!desarrollan!en!esta!etapa,!afectando!la!calidad!del!café!

y! por! lo! tanto! de! la! bebida.! Este! proceso! depende! del! tiempo/temperatura,!

provocando!varios!cambios!en!la!composición!química!y!las!actividades!biológicas!

de!café,!como!resultado!de!la!transformación!de!los!constituyentes!polifenólicos!de!

origen!natural!en!una!mezcla!compleja!de!productos!de!la!reacción!de!Maillard,!así!

como! la! formación! de! compuestos! orgánicos! resultantes! de! la! pirolisis.! Los!

compuestos!azufrados!también!se!cambian!por!la!oxidación,!degradación!térmica,!

y/o!hidrólisis,!además!el!contenido!de!vainillina!aumenta!considerablemente!durante!

el! proceso! de! tostado.! Las! reacciones! químicas! durante! el! tostado! del! café,! la!

pérdida!de!humedad!y!otros!cambios!(color,!volumen,!masa,!forma,!pH,!densidad,!

y!los!componentes!volátiles)!ocurren,!mientras!que!el!CO2!es!generado.!Por!lo!tanto,!

el!tostado!del!café!es!un!proceso!complejo,!teniendo!en!cuenta!la!importancia!del!

calor! transferido! al! grano.! Después! del! proceso! de! tostado,! los! granos! de! café!

deben!enfriarse!rápidamente!para!detener!las!reacciones!exotérmicas!y!prevenir!un!

calentamiento! excesivo,! lo! que! podría! poner! en! peligro! la! calidad! del! producto.!

Posteriormente,! los! granos! tostados! se! muelen,! generalmente! por! molinillos! de!

múltiples!etapas.!Algunos!granos!tostados!se!empaquetan!y!se!envían!como!granos!

enteros.!Finalmente,!el!café!molido!es!empacado!y!sellado!al!vacío!(Franca!et(al.,!

2009a]!Franca!et(al.,(2009b]!Fujioka!y!Shibamoto,!2008]!Hernández!et(al.,(2008]!

Kumazawa!y!Masuda,!2003).!!

Por!lo!tanto!las!propiedades!y!la!calidad!del!café,!así!como!su!composición!

y!muchas!características!del!grano!dependen!tanto!de!la!especie!(C.(arabica(o(C.(

canephora),! condiciones!de! cultivo!de! las!plantas! (sombra,! poda,! fertilización,! el!

suelo,!la!altitud,!la!exposición!al!sol,!la!lluvia!y!la!temperatura),!el!grado!de!madurez!

en!la!cosecha,!el!método!de!cosecha,!el!método!de!procesamiento!(seco!o!húmedo)!

y!las!condiciones!de!tostado!(Esquivel!y!Jiménez,!2012).!
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La!producción!de!granos!de!café!verde!trae!por!consiguiente!la!generación!

de! varios! subproductos! según! el! método! de! procesamiento! realizado.! El!

subproducto!principal!del!procesamiento!en!seco!está!compuesto!por!la!piel,!pulpa,!

mucílago!y!el!pergamino,! todos! juntos!en!una!sola! fracción!(cáscara!de!café).!El!

procesamiento!húmedo,!en!contraste,!potencialmente!permite!la!recuperación!de!la!

piel!y!la!pulpa!en!una!fracción!(43.2!%!p/v!de!la!fruta!entera),!mucílago!y!azúcares!

solubles!en!una!segunda!fracción,!cuando!no!se!utiliza!la!fermentación!(11.8!%!p/v)!

y,!finalmente,!el!pergamino!(6.1!%!p/v)!(Esquivel!y!Jiménez,!2012).!

!
II.1.2!Producción!y!exportación!de!café!

!
El! café́! es! uno! de! los! principales! productos! de! origen! agrícola! que! se!

comercializa!en!los!mercados!internacionales,!teniendo!gran!importancia!en!cuanto!

a! la! economía! y! la! política! de! muchos! países! en! desarrollo.! Según! la! OIC,! la!

producción!total!en!el!año!cafetero!2013/14!se!presenta!alrededor!de!145.8!millones!

de!sacos,!lo!que!representa!un!ligero!aumento!con!respecto!a!la!producción!del!año!

2012/13.!En! la! actualidad,! el! café! se! produce! en! un! gran! número! de! países! de!

alrededor!del!mundo]!sin!embargo,!los!diez!principales!países!productores!de!café!

son!responsables!de!aproximadamente!el!80!%!de!la!producción!mundial.!De!este!

porcentaje,!América!del!Sur!participa!con!alrededor!del!43!%,!Asia!con!el!24!%,!

América!Central!18!%!y!África!con!un!16!%.!Brasil,!Vietnam,!Colombia!e!Indonesia!

son! los!mayores!productores!mundiales,! responsables!de!más!de! la!mitad!de! la!

oferta!mundial!de!café.!En!la!Tabla!1!se!observa!la!producción!anual!de!café!en!los!

diferentes!países!(“International!Coffee!Organization,”!2014).!

!

!

!

!

!

!

!
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Tabla!1.!Producción!anual!de!sacos!de!café!entre!el!2009!al!2014!

(000!sacos)! ! ! ! ! ! ! !

Pais!! Tipo!de!café! 2009! 2010! 2011! 2012! 2013! 2014!
Brasil! (A/R)! 39!470! 48!095! 43!484! 50!826! 49!152! 45!342!

Colombia! (A)! 8!098! 8!523! 7!652! 9!927! 12!124! 12!500!

Costa!Rica! (A)! 1!304! 1!392! 1!462! 1!571! 1!418! 1!508!

El!Salvador! (A)! 1!065! 1!814! 1!152! 1!360! 742! 680!

Etiopia! (A)! 6!931! 7!500! 6!798! 6!233! 6!527! 6!625!

Guatemala! (A/R)! 3!835! 3!950! 3!840! 3!743! 3!159! 3!500!

Honduras! (A)! 3!603! 4!331! 5!903! 4!537! 4!568! 4!650!

India! (R/A)! 4!806! 4!728! 4!921! 4!977! 5!075! 5!746!

Indonesia! (R/A)! 11!380! 9!129! 7!288! 13!048! 11!667! 9!000!

México! (A)! 4!109! 4!001! 4!563! 4!327! 3!916! 4!000!

Nicaragua! (A)! 1!871! 1!634! 2!193! 1!890! 2!017! 2!000!

Uganda! (R/A)! 2!845! 3!203! 2!817! 3!698! 3!665! 4!000!

Vietnam! (R/A)! 17!825! 20!000! 26!500! 25!000! 27!500! 27!500!

A:(arabica( ! ! ! ! ! ! !
R:(robusta( ! ! ! ! ! ! !

(“International!Coffee!Organization,”!2014)!

!

En! cuanto! a! la! exportación,! la! cantidad! de! café! exportado! ha! sido,! en!

promedio,! de! 90! millones! de! sacos! de! 60! kg! por! año,! siendo! Brasil! el! mayor!

exportador! con! una! participación! del! 28!%! en! el!mercado.! El! consumo!mundial!

durante!los!últimos!cuatro!años!ha!mostrado!una!tendencia!a!la!alza!en!142!millones!

de!sacos!en!el!año! !2012!en!comparación!con!139!millones!de!sacos!en!el!año!

2011,!esto!se!atribuye!al!crecimiento!del!consumo!interno!en!países!en!desarrollo!y!

el! consumo! de! exportación! en! los! mercados! emergentes! (International! Coffee!

Organization,!2014).!!

!
II.1.3!Composición!química!!

!

La!cafeína!es!el!componente!más!conocido!presente!en!los!granos!de!café.!

En!el!café!arabica!verde,!la!cafeína!puede!encontrarse!en!valores!que!varían!entre!

0.8!!y!1.4!%!(p/v),!mientras!que!para!la!variedad!robusta!estos!valores!varían!entre!

1.7! ! y! 4.0! %! (p/v).! Sin! embargo,! el! grano! de! café! está! constituido! por! otros!

componentes!entre!los!que!se!encuentran!la!celulosa,!minerales,!azúcares,!lípidos,!
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taninos!y!polifenoles.!Dentro!de!los!minerales!se!incluyen:!potasio,!magnesio,!calcio,!

sodio,! hierro,!manganeso,! rubidio,! zinc,! cobre,! estroncio,! cromo,! vanadio,! bario,!

níquel,!cobalto,!plomo,!molibdeno,!titanio!y!cadmio.!Entre!los!azúcares,!sacarosa,!

glucosa,! fructosa,! arabinosa,! galactosa! y! manosa! están! presentes.! Varios!

aminoácidos! tales!como:!alanina,!arginina,!asparagina,!cisteína,!ácido!glutámico,!

glicina,!histidina,!isoleucina,!leucina,!lisina,!metionina,!fenilalanina,!prolina,!serina,!

treonina,!tirosina!y!valina!también!se!pueden!encontrar!en!estos!granos.!Así!mismo,!

los!granos!de!café!contienen!vitaminas!del!complejo!B!como!la!vitamina!B3!y!B5.!

También! se! puede! encontrar! el! ácido! clorogénico! en! proporciones! que! pueden!

variar!de!7!!a!12!%,!es!decir,!tres!a!cinco!veces!más!que!la!cafeína.!En!la!Tabla!2!

se!muestra!la!composición!química!de!los!granos!de!café!de!las!variedades!arabica!

y!robusta!(Belitz,!2009]!Grembecka!et(al.,!2007]!Santos!y!De!Oliveira,!2001).!

!

!
Tabla!2.!Composición!química!de!los!granos!de!café!

!

Constituyente!! Arabica!*! Robusta*! Componentes!!

Carbohidratos!solubles!! 9Y12.5! 6Y11.5! !!

Monosacáridos! 0.2Y0.5!

Fructosa,!glucosa,!galactosa!y!arabinosa!

(trazas)!!

Oligosacáridos!! 6Y9! 3Y7!

Sacarosa!(>90%),!rafinosa!(0Y0.9%)!y!

estaquiosa!(0Y0.13%)!!

Polisacáridos! 3Y4!

Polímeros!de!galactosa!(55Y65%),!

manosa!(10Y20%),!arabinosa!(20Y!35%)!y!

glucosa!(0Y2%)!!

Polisacáridos!insolubles!! 46Y53! 34Y55! !!

Hemicelulosa! 5Y10! 3Y4!

Polímeros!de!galactosa!(65Y75%),!

arabinosa!(25Y30%)!y!manosa!(0Y!10%)!!

Celulosa!β!(1Y4)!!mananos!! 41Y43! 32Y40! !!

Ácidos!y!fenoles!! ! ! !!

Acidos!volátiles! 0.1! !!

Ácidos!alifáticos!no!volátiles! 2Y2.9! 1.3Y2.2! Ácidos!cítrico,!málico,!quínico!

Ácido!clorogénico! 6.7Y9.2! 7.1Y12.1! Ácido!dicafeoyl!y!feruloylquinico!!

Lignina!! 1Y3! !!

Lípidos!! 15Y18! 8Y12! !!

Cera! 0.2Y0.3! !!

Aceite!!! 7.7Y17.7!

Principales!ácidos!grasos:!16:0!y!18:2!

(9,12)!!
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Compuestos!nitrogenados! 11Y15! !!

Aminoácidos!libres!! 0.2Y0.8!

Principales!aminoácidos:!Glutamina,!y!

asparagina!!

Proteínas! 8.5Y12! !!

Cafeína! 0.8Y1.4! 1.7Y4.0! Trazas!de!teobromina!y!teofilina.!!

Trigonelina! 0.6Y1.2! 0.3Y0.9! !!

Minerales!! 3Y5.4! !!

*!Valores!en!%!de!sólidos! ! ! !

(Belitz,!2009)!

!
Entre!las!sustancias!presentes!en!la!composición!química!de!café,!sólo!la!

cafeína!es!termoestable,!es!decir,!no!se!destruye!por!un!tostado!excesivo.!Otras!

sustancias! tales!como!proteínas,!azúcares,!CGA,! trigonelina!y!grasas!se!pueden!

conservar!o!incluso!ser!destruidos!y!transformados!durante!el!proceso!de!tostado!

de!café!!(Rawel!y!Kulling,!2007]!Ginz!et(al.,!2000).!!

II.1.4!Subproductos!!

!

Debido! a! que! el! café! es! el! segundo! producto!más! comercializado! en! el!

mundo!y!teniendo!en!cuenta!que!casi!el!50!%!de!la!producción!mundial!de!café!se!

procesa!para!el!café!soluble,!!la!industria!del!café!es!responsable!de!la!generación!

de!gran!cantidad!de!residuos.!En!la!última!década,!el!uso!de!este!tipo!de!residuos!

ha!sido!objeto!de!varios!estudios!(Nabais!et(al.,!2008).!Dentro!de!los!subproductos!

de! café! encontramos! la! pulpa! de! café,! cascaras! de! cereza,! piel! de! pergamino,!

película! plateada! y! el! café! usado,! siendo! los! últimos! dos! los! principales!

subproductos!de!esta!industria.!La!película!plateada!de!café!es!obtenida!como!un!

subproducto!del!proceso!de!tostado]!éste!es!un!residuo!con!una!alta!concentración!

de! fibra! dietaria! soluble! (86! %! de! fibra! dietética! total)! y! con! alta! capacidad!

antioxidante,!probablemente!debido!a!la!concentración!de!compuestos!fenólicos!en!

los!granos!de!café,!así!como!a!la!presencia!de!otros!compuestos!formados!por!la!

reacción!de!Maillard!durante!el!proceso!de!tostado,!tales!como!melanoidinas.!El!CU!

es!un!residuo!obtenido!durante!el! tratamiento!de!polvo!del!café!molido!con!agua!

caliente!o!vapor!para!la!preparación!de!café!instantáneo!(Ramalakshmi!et(al.,!2009]!

Tokimoto!et(al.,!2005).!



! 11!

Algunos!de! los!subproductos!de! la! industria!del!café!no!son!desechados!

correctamente,! convirtiéndose! en! una! preocupación! ambiental! debido! a! la! gran!

cantidad! de! compuestos! fenólicos! con! diversas! propiedades! funcionales.!

Tradicionalmente!los!residuos!se!han!considerado!como!!desechos,!o!en!algunas!

ocasiones!se!han!utilizado!como!fertilizante.!!Durante!las!ultimas!décadas,!a!nivel!

industrial! se! ha! buscado! desarrollar! diversas! aplicaciones! para! darle! un! valor!

agregado!a!los!subproductos!del!café,!provenientes!del!fruto!tostado!(la!pulpa!de!

café,! la! cascara! y! la! testa)! y! del! café! soluble! (café!usado)! (Esquivel! y! Jiménez,!

2012).! Debido! a! esto,! la! gestión! de! los! residuos! de! café! ha! sido! el! centro! de!!

acontecimientos! recientes,! con! el! objetivo! de! implementar! enfoques! tanto!

ecológicos,! como! en! el! desarrollo! de! alternativas! de! valor! agregado! (Mussatto,!

Machado,!et(al.,!2011c).!Los!residuos!de!café!han!demostrado!un!enorme!potencial!

de!reutilización!para!diversas!aplicaciones,!incluso!mayor!que!la!esperada!debido!a!

su!mayor!riqueza!en!componentes!nutritivos!y!bioactivos!!(Bravo!et(al.,!2012]!Cruz!

et(al.,!2012).!!

Desafortunadamente!más!del!50!%!de!la!fruta!del!café!no!se!utiliza!para!la!

producción! del! mismo]! estos! desechos! se! han! utilizado! en! la! industria,!

principalmente! en! la! producción! de! energía,! la! adsorción! de! compuestos! y! la!

fabricación! de! productos! industriales,! tales! como! tableros! de! partículas,! etanol,!

ácido!giberélico!y!αYamilasa.!Extractos!comercializados!a!partir!de!los!frutos!de!café,!

que! contienen! proantocianidinas,! ácido! clorogénico,! es! decir,! ácido! quínico! y!

ferúlico,!han!mostrado!resultados!interesantes!en!el!cuidado!de!la!piel!del!rostro.!

Sin!embargo,!a!pesar!de!los!!altos!niveles!de!compuestos!fenólicos!!y!fitonutrientes!

del! fruto! del! café,! el! progreso! en! su! uso! como! ingrediente! funcional! es! limitado!

(Heimbach!et(al.,!2010]!Franca!et(al.,!2009a]!Franca!et(al.,!2009b]!Kondamudi!et(al.,(

2008]!Farris,!2007).!

La!cascara!de!café!obtenida!de!un!procesamiento!en!seco,!compuesta!de!

la!piel!exterior!del! fruto!del!café,! la!pulpa!y!el!pergamino,!es! rica!en!hidratos!de!

carbono!(35!%),!proteínas!(5.2!%),!fibras!(30.8!%)!y!minerales!(10.7!%).!Debido!a!

los! factores! antifisiológicos! y/o! antinutricionales! (por! ejemplo,! taninos,! cafeína,!

polifenoles,!ácido!clorogénico,!cafeíco,!entre!otros)!de!estos!subproductos,!no!han!
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sido!de!uso!directo!para!la!alimentación!animal.!!Sin!embargo,!cáscaras!de!café,!

piel!y!!pulpa,!pueden!ser!una!fuente!de!fitoquímicos!para!las!industrias!alimentaria!

y!farmacéutica!(Orozco!et(al.,!2008]!Brand!et(al.,!2000]!Pandey!et(al.,!2000).!

Los!restos!de!película!plateada,!adherida!a!los!granos!de!café!verde,!son!

eliminados!durante!el!tostado.!Este!subproducto!puede!ser!utilizado!en!plantas!de!

café!tostado!como!combustible!o!para!compostaje.!Además,!diversos!estudios!han!

encontrado! a! este! subproducto! como! un! ingrediente! funcional,! pues! posee!

cantidades!bajas!de!grasa!e!hidratos!de!carbono,!pero!altos!contenidos!de! fibra!

dietaria!soluble!(Belitz,!2009).!

Otra!preocupación!ambiental,!son!aquellos!granos!eliminados!debido!a!la!

baja!calidad,!es!decir,!aquellos!que!presentan!imperfecciones!como!el!color!negro!

o!marrón!oscuro,!daños!por!insectos,!manchas,!frutos!inmaduros,!entre!otros,!los!

cuales! a! través! de! diversos! estudios! han! demostrado! actividad! antioxidante,!!

antitumoral! y! una! limitada! acción! antiinflamatoria! y! antialérgica,! debido! a! la!

presencia! de! cafeína,! trigonelina! y! ácidos! clorogénicos! (Franca! et( al.,! 2009b]!

Ramalakshmi!et(al.,!2009]!Kondamudi!et(al.,(2008).!

!

II.2!Café!usado!!!

II.2.1!Generalidades!!

!
El! café! usado! (CU)! es! un! residuo! con! tamaño! de! partícula! fino,! alta!

humedad! (80!%! a! 85!%),! carga! orgánica,! y! acidez]! este! se! genera! en! grandes!

cantidades,!con!una!representación!mundial!de!6!millones!de!toneladas!anuales.!

Numéricamente,! 1! tonelada!de! café! verde!genera!alrededor! de!650! kg!de! ! café!

usado,!y!alrededor!de!2!kg!de!CU!húmedo!se!obtienen!por!cada!kilo!de!café!soluble!

producido!(Ramalakshmi!et(al.,!2009).!

El!CU!obtenido!del!café!tostado!y!molido,!a!través!de!filtración!y!percolación!

por!goteo!de!agua!caliente,!ha! tenido!diversas!aplicaciones,! tales!como!sustrato!

para!el!cultivo!de!hongos,!en!composta,!en!la!eliminación!directa!de!colorantes,!para!

la! alimentación! animal,! como! combustible! en! calderas! industriales! para! la!

cogeneración! de! calor! y/o! electricidad,! biodiesel,! además! como! adsorbente! y!
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precursor! en! la! producción! de! carbón! activado,! así! como! para! extracción! de!!

antioxidantes! y! otros! compuestos! bioactivos! (Murthy! y! Naidu,! 2012]! Mussatto,!

Machado,!et(al.,!2011c).!En!diversos!estudios!han!mostrado!actividad!antioxidante!

y!antitumoral!y!una!limitada!acción!antiinflamatoria!y!antialérgica.!Las!propiedades!

antioxidantes!podrían!ser!consecuencia!de! la!presencia!de!cafeína,! trigonelina!y!

ácidos!clorogénicos!(Ramalakshmi!et(al.,!2009).!!!

!
II.2.2!Composición!química!!

!
La!composición!química!del!café!usado!se!muestra!en!la!Tabla!3,!en!donde!

se!puede!observar!que!es!un!producto!rico!en!fibra!(Mussatto!et(al.,!2011b).!!

!

Tabla!3.!Composición!química!del!café!usado!

COMPONENTE! Contenido!en!base!
seca!(g/100g)!

Celulosa!(glucosa)! 8.6!

Hemicelulosa! 36.7!

Xylosa! 0.0!

Arabinosa! 1.7!

Galactosa! 13.8!

Manosa! 21.2!

Lignina! 23.90!

Insoluble! 17.59!

Soluble! 6.31!

Grasa! 2.29!

Cenizas! 1.6!

Proteína!! 13.6!

Nitrógeno!! 2.3!

Fibra!dietaria!total!! 60.46!

Insoluble! 50.78!

Soluble! 9.68!
!

(Adaptado!de:!Ballesteros!et(al.,(2014]!Mussatto!et(al.,!2011b)!
!

!

El!CU!es!un!residuo!rico!en!polisacáridos!en!las!estructuras!de!celulosa!y!

hemicelulosa,!que!corresponden!a!casi!la!mitad!del!peso!seco.!La!hemicelulosa!se!

compone! de! tres! azúcares,! manosa! (siendo! el! más! abundante),! seguido! por!

galactosa!y!pocas!cantidades!de!arabinosa.!La!composición!de!los!azúcares!en!el!
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CU!es!de!alrededor!de!un!46.8!%!de!manosa,!seguido!por!30.4!%!de!galactosa,!

19.0!%!de!glucosa,!y!3.8!%!de!arabinosa.!Sin!embargo!existen!diferencias!en! la!

composición!química!de!CU,!lo!cual!se!puede!producir!debido!a!la!variedad!de!los!

granos!utilizados!y!a! los!procesos!de!tostado!y!extracción.!La! lignina!también!es!

una! fracción! presente! en! una! cantidad! significativa! en! el! CU]! esta! es! una!

macromolécula! compuesta! de! una! gran! variedad! de! grupos! funcionales! como!

hidroxilo!fenólico,!hidroxilo!alifático,!metoxilo,!carbonilo,!y!sulfonatos,!sin!embargo,!

el! ácido! clorogénico,! caféico! y! cumárico! son! los! componentes! de! lignina! más!

relevantes! de! café.! Además! de! polisacáridos,! CU! también! contiene! cantidades!

significativas! de! proteína! con! un! 13.6! (p/v)]! además! se! ha! demostrado! que! el!

contenido!de!proteína!es!mayor!en!CU!que!en!los!granos!de!café,!ya!que!durante!

el! proceso! de! café! instantáneo!muchos! de! los! otros! componentes! del! grano! se!

extraen,!y,!como!consecuencia,!los!componentes!no!extraídos!se!concentran!en!el!

material!sólido!residual!(Arya!y!Rao,!2007).!!

La! fibra! dietética! incluyendo! celulosa,! hemicelulosa,! lignina,! sustancias!

pécticas,!gomas,!mucílagos!se!conoce!como!la!parte!comestible!de!plantas!que!es!

resistente! a! la! digestión! y! absorción! en! el! intestino! delgado! humano,! con! la!

fermentación!completa!o!parcial!en!el!intestino!grueso.!Es!importante!destacar!que!

tanto! la! fibra! soluble! como! la! insoluble! posee! propiedades! específicas.! La! fibra!

soluble!tiene!la!capacidad!de!retención!del!agua,!promueve!la!creación!de!la!flora!

bacteriana,! y! disminuye! la! absorción! de! grasas! y! azúcares]! en! cambio! la! fibra!

insoluble! tiene!baja! retención!de!agua,!acelera!el!movimiento!de! los!alimentos!a!

través!del!sistema!digestivo,!y!promueve! la! regularidad!heces.!El!CU! tiene!altos!

valores! tanto! de! fibra! soluble! como! de! insoluble,! por! lo! que! este! tiene! un! gran!

potencial! para! ser! utilizado! como! materia! prima! en! el! desarrollo! de! alimentos!

funcionales!(Ballesteros!et(al.,!2014).!

El!CU!también!contiene!cenizas,! las!cuales,!están!constituidas!por!varios!

minerales,!siendo!el!potasio!el!elemento!más!abundante,!seguido!por!el!fosforo!y!el!

magnesio!(Tabla!4)!(Ballesteros!et(al.,!2014]!Mussatto!et(al.,!2011b).!

!
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Tabla!4.!Composición!mineral!del!café!usado!!

MINERALES! Contenido!(mg/kg)!
Potasio! 3549!

Fosforo! 1475.1!

Magnesio! 1293.3!

Calcio! 777.4!

Aluminio! 279.3!

Hierro! 118.7!

Magnesio! 40.1!

Cobre! 32.3!

Zinc! 15.1!
!

(Adaptado!de:!Ballesteros!et(al.,!2014]!Mussatto!et(al.,!2011b)!

II.2.3!Compuestos!bioactivos!!!

!
Millones! de! tazas! de! café! se! consumen! cada! día! en! todo! el! mundo!

produciendo!grandes!toneladas!de!CU.!Tradicionalmente!este!subproducto!había!

sido! considerado! como! desperdicio,! aunque! en! algunas! ocaciones! había! sido!

utilizado!como!fertilizante.!A!través!del!paso!de!los!años!a!nivel! industrial!se!han!

propuesto!diversas!aplicaciones!para!darle!un!valor!agregrado!a!este!subproducto!

(Esquivel!y!Jiménez,!2012]!Murthy!y!Naidu,!2010).!El!CU!originado!de!la!preparación!

de!una!taza!de!café!contiene!grandes!cantidades!de!compuestos!bioactivos,!tales!

como!el!CGA!y!la!cafeína,!sin!embargo,!cantidades!limitadas!de!estos!compuetos!

permanecen!en!el!CU,!estos!podrían!ser!extraídos!con!disolventes,!como!el!etanol,!

metanol,!etc.]!así!mismo!la!cantidad!de!los!compuestos!!es!afectada!por!los!factores!

tecnológicos,! ambientales,! entre! algunos! otros! ! (Mussatto! et( al.,! 2011a]!

Ramalakshmi!et(al.,!2009]!Andueza!et(al.,!2003).!!!

La! demanda! de! productos! alimenticios! libres! de! aditivos! o! con! valores!

agregados! nutricionales,! induce! a! la! industria! de! alimentos! a! encontrar! nuevas!

fuentes! de! antioxidantes! y! compuestos! bioactivos]! es! por! esto! que!el!CU! se! ha!

convertido! en! una! fuente! de! compuestos! bioactivos,! entre! ellos! encontramos! el!

ácido!cafeoilquínico,!cafeína!y!melanoidinas!(Bravo!et(al.,!2012).!

La! presencia! de! compuestos! antioxidantes! en! el! CU,! como! los! ácidos!

clorogénicos! (CGAs),! cafeína! y! productos! de! la! reacción! de! Maillard,! han! sido!

ampliamente!asociados!con!los!efectos!benéficos!del!café,!tales!como!la!prevención!
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de! enfermedades! cardiovasculares! y! neurodegenerativas! y! actividades!

anticancerígenas!y!antimutagénicos.!Además!de!estas!propiedades!saludables,!la!

capacidad!antioxidante!puede!contribuir!a! la!preservación!de!café!contra!el!daño!

oxidativo!durante!todo!el!tiempo!de!almacenamiento!(Bravo!et(al.,!2012).!

!

II.2.3.1!Compuestos!fenólicos!

!
Los!fenoles!son!compuestos!orgánicos!en!cuyas!estructuras!moleculares!

contienen!al!menos!un!grupo!fenol!y!un!anillo!aromático!unido!al!menos!a!un!grupo!

funcional.!Los!compuestos! fenólicos!son!componentes!omnipresentes!de!plantas!

superiores! encontrándose! en! una! amplia! variedad! de! alimentos! vegetales! de!

consumo!habitual,!como!frutas,!verduras,!cereales!y!legumbres,!y!en!las!bebidas!de!

origen!vegetal,!como!el!vino,!el!té!y!el!café!(Cheynier,!2005]!Manach,!2004).!Estos!

compuestos!son!metabolitos!secundarios!de!las!plantas!en!general!involucrados!en!

la! defensa! contra! la! radiación! ultravioleta! o! la! agresión! por! agentes! patógenos!

(Murthy!et(al.,!2012).!Varios!compuestos!fenólicos!se!han!descrito!en!los!alimentos!

vegetales!y!pueden!ser!agrupados!en!diferentes!clases!según!su!estructura!química!

básica!(como!el!tipo!y!el!número!de!anillos!de!fenol),!!en!diferentes!subclases,!de!

acuerdo! con! sustituciones!específicas! en! la! estructura,! la! asociación!básica! con!

hidratos!de!carbono!y!formas!polimerizadas!(Cheynier,!2005]!Manach!et(al.,!2004).!

Los!granos!de!café!verde!contienen!gran!cantidad!de!compuestos!fenólicos,!

CGAs,!caféico,!cumárico!entre!otros,!que!al!tostarse,!se!ve!afectada!la!composición!

de!estos!fenoles!debido!a!las!reacciones!de!Maillard,!contribuyendo!en!el!sabor!y!

aroma,! además! de! originar! compuestos! como! las! melanoidinas,! pigmentos! que!

confieren! el! color! característico! del! café.! Es! por! esto! que! una! buena! fuente! de!

compuestos!fenólicos,!es!el!café!debido!a!la!presencia!de!compuestos,!CGA,!éster!

del!ácido!caféico!y!el!ácido!quínico.!Sin!embargo,!los!niveles!varian!principalmente!

como!consecuencia!del!tostado,!encontrando!que!el!café!al!ser!rico!en!compuestos!

fenólicos!contiene!entre!200Y500!mg!por!taza!!(Moon!et(al.,!2009]!Richelle!et(al.,!

2001]! Powrie! et( al.,! 1986).! De! acuerdo! con! estudios! realizados,! la! actividad!
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antioxidante! del! café! está! potencialmente! relacionada! a! su! alto! contenido! de!

compuestos!fenólicos!(Cämmerer!y!Kroh,!2006).!

En! la! Figura! 2! se! muestra! la! estructura! química! de! los! principales!

compuestos!fenólicos!presentes!en!el!grano.!

!

!

!

!

!

Figura!!2.!Estructura!de!compuestos!fenólicos!

(Examine,!2015)!

!
!

La! concentración! y! composición! de! los! compuestos! fenólicos! en! el! café́!

dependen! de! las! condiciones! de! procesamiento,! principalmente! la! etapa! de!

molienda!del!grano,!en!la!cual!se!produce!el!aroma,!sabor!y!color!característicos!de!

estos! compuestos.! De! igual! forma,! factores! genéticos! (especie! y! variedad),!

aspectos! fisiológicos! (grado! de! maduración),! condiciones! ambientales! (clima,!

composición! del! suelo! y! prácticas! agrícolas)! tienen! gran! influencia! en! la!

composición!de!los!compuestos!fenólicos!(Paquin,!2009]!Farah!y!Donangelo,!2006).!

Además!!la!temperatura,!presión,!proporción!de!agua!y!tiempo!de!contacto!durante!

la! extracción! de! los! compuestos! hidrosolubles,! son! las! principales! variables!

asociadas! a! la! calidad! final! de! estos! compuestos! en! la! bebida! (Andueza!et( al.,!

2003).!

Estudios! han! encontrado! que! el!CU! posee! una!menor! concentración! de!

compuestos!fenólicos!en!comparación!con!los!granos!de!café!tostado!y!molido,!esto!

se!debe!a!la!alta!solubilidad!de!estos!compuestos!en!el!agua!caliente.!Además,!se!

ha! encontrado! que! el! residuo! seco! presenta! valores! superiores! de! compuestos!

fenólicos! con! respecto! al! fresco,! debido! a! la! concentración! de! estos! durante! el!

Ácido!caféico!! Ácido!clorogénico!!!
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proceso!de!secado!(Oliveira,!2011)]!sin!embargo!el!CU!puede!contener!cantidades!

importantes!de!compuestos!bioactivos!(Bravo!et(al.,!2012).!

!

II.2.3.1.1!Perfil!de!compuestos!fenólicos!!

!

Los!compuestos!fenólicos!a!partir!de!subproductos!del!café!(pulpa!de!café,!

cáscara,! película! plateada! y! CU)! se! han! extraído! por!medio! de! una!mezcla! de!

disolventes!de!isopropanol!y!agua!para!la!elaboración!de!alimentos!de!CU!y!otros!

subproductos!del!café!(Murthy!y!Naidu,!2010).!El!CGA!fue!el!principal!componente!

fenólico! al! ser! analizado!mediante! cromatografía! líquida!de!alto! rendimiento.!De!

hecho,!el!mayor!contendio!de!compuestos!fenólicos!se!encuentran!principalmente!

en!los!granos!de!café!verde!como!lo!son!el!CGA!(aproximadamente!12%!de!sólidos)!

(Esquivel!y!Jiménez,!2012).!Además,! los!compuestos! fenólicos!antioxidantes!del!

CU!han!sido!extraídos!por!el!método!de!sólidoYlíquido!convencional.!Por!ejemplo,!la!

extracción!con!60!%!de!metanol!(40!ml!/!g!CU!disolvente!/!relación!sólido,!90!min)!

produce!un!extracto!fenólico!elevado!(16!mg!de!equivalentes!de!ácido!gálico!/!g!CU)!

con!alta!actividad!antioxidante!de!forma!simultánea!(Mussatto!et(al.,(2011a).!!

Los! ácidos! cafeoilquínicos! (CQA,! por! sus! siglas! en! inglés)! son! los!

compuestos!fenólicos!más!abundantes!en!el!café.!Estos!CGAs!son!ésteres!solubles!

en!agua!formados!entre!ácido!quínico!y!uno!o!dos!restos!de!ácido!caféico.!Ácidos!

monocaffeoilquínico!(3YCQA,!4YCQA,!5YCQA)!y!ácidos!dicafeoilquínico!(3,4YdiCQA,!

3,5YdiCQA,!4,5YdiCQA)!han!sido!identificados!en!el!CU!(Bravo(et(al.,!2012).!!

El!CU!contiene!cantidades!relevantes!del!total!de!CQA!para!los!diferentes!

tostados!de!café,!en!este,!5YCQA!y!3,4YdiCQA!son!los!ácidos!caffeoilquínico!más!

abundantes,!mientras!que!3,5!diCQA!y!3YCQA!los!menos!abundantes!(Bravo!et(al.,!

2012).!

En! la!Tabla!5!se!muestra!el!perfil!de!compuestos!fenólicos!del!CU,! tanto!

para!café!arabica!y!!robusta!(Bravo!et(al.,!2012).!!

!
!
!
!
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Tabla!5.!Compuestos!fenólicos!presentes!en!el!café!usado!!

! !

Especies!

de!cafeto!!

Contenido!

(mg/g)!

Ácido!

Caffeoilquínico!

3YCQA!

Arabica! 1.64!

Robusta! 0.68!

4YCQA!

Arabica! 2.51!

Robusta! 0.97!

5YCQA!

Arabica! 3.59!

Robusta! 1.26!

Total!CQAs!

Arabica! 7.74!

Robusta! 2.91!

3,4YdiCQA!

Arabica! 2.53!

Robusta! 1.49!

3,5YdiCQA!

Arabica! 1.17!

Robusta! 0.62!

4,5YdiCQA!

Arabica! 1.8!

Robusta! 1.2!

Total!diCQAs!

Arabica! 5.5!

Robusta! 3.31!

Total!
CQAs+diCQAs!

Arabica! 13.24!

Robusta! 6.22!

!

(Bravo!et(al.,!2012)!

!

En!cuanto!a!variedad!de!café,!Coffea(robusta!muestra!mayor!cantidad!de!

polifenoles!en!relación!con!el!Coffea(arabica,!!su!contenido!se!puede!reducir!en!un!

60Y98!%!en!el!proceso!de!tostado!claro!u!oscuro,!respectivamente!(Chu,!2012]!Ky!

et(al.,!2001).!CamposYVega!et(al.,! (2015)!evaluaron!el!contenido!de!compuestos!

fenólicos!reportando!que!el!tostado!del!café!influye!en!su!composición,!debido!a!que!

el!contenido!de!compuestos!fenólicos!disminuyó!significativamente,!excepto!con!los!

flavonoides.!Esto!corresponde!con!el!contenido!del!compuesto!fenólico,!CGA,!para!

los!extractos!de!café!soluble!tanto!para!tostado!medio!y!tostado!oscuro!(Vignoli!et(

al.,!2011).!!

!

!
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II.2.3.1.2!Metabolismo!de!los!compuestos!fenólicos!!

!
En!condiciones! in(vivo,! los!polifenoles!de!la!dieta!tienen!que!ser!extraído!

después!de!la!digestión!gastrointestinal.!La!naturaleza!de!fitoquímicos!extraíbles,!

su!estabilidad!y!su!actividad!antioxidante!depende!de!muchos!factores,!tales!como!

la!matriz!del!alimento,!pH,!temperatura,!presencia!de!inhibidores!o!potenciadores!

de!la!absorción,! la!presencia!de!enzimas,!huésped,!y!otros!factores!relacionados!

(Tagliazucchi!et(al.,!2010).!!

Los!modelos!animales!se!han!utilizado!para!examinar!el!destino!metabólico!

del!ácido!5Ycaffeoilquínico!!(5YCQA),!siendo!el!ácido!clorogénico!más!importante!en!

el!café.!Algunos!estudios!sugieren!una!absorción!temprana!del!CGA!en!el!estómago!

o!una!absorción!en!la!porción!intestinal!inicial,!seguido!por!la!absorción!a!través!del!

intestino!delgado.!La!absorción!de!5YCQA!y!otros!compuestos!fenólicos,!tales!como!

ferúlico,!pYcumárico,!gálico,!y!caféico,!se!ha!reportado!en!ensayo!utilizando!ratas.!

Además,! se! ha! demostrado! que! el! 5YCQA! y! el! ácido! caféico! se! absorben! en! el!

intestino!delgado,!preferentemente!en!el!yeyuno.!(Konishi!et(al.,!2006]!Lafay!et(al.,!

2006b]!Spencer!et(al.,!1999).!Los!CGA,!son!poderosos!antioxidantes! in(vitro!y!se!

cree! que! proporcionan! muchos! beneficios! para! la! salud.! El! ácido! caféico! es!

absorbido! en! el! intestino! delgado! y! la! mayor! parte! del! CGA! (alrededor! de! dos!

tercios)!alcanza!el!colon,!donde!es!hidrolizado!por!esterasas!de!microbiota!colónica!

en! ácidos! caféico! y! quínico.! Se! sugiere! que! los! productos! resultantes! ejercen!

interacciones!con! las!células!de! la!mucosa!del! intestino!distal,!como!sucede!con!

otros!compuestos!fenólicos!(Couteau!et(al.,!2001]!Rechner!et(al.,!2002]!Stalmach!et(

al.,!2010)!

Tras!el!consumo,!los!metabolitos!de!café!aparecen!en!el!plasma!sanguíneo!

en!dos!fases!de!tiempo:!30!min!a!2!h!y!luego!8Y12!h!después!de!la!ingestión!(Lafay!

et( al.,! 2006a).! Esto! indica! que! los! metabolitos! y! los! polifenoles! de! café! son!

absorbidos! inicialmente!en!el!estómago!y!el! intestino!delgado!durante! la!primera!

fase,!para!más!tarde!ser!fermentados!por!las!microbiota!intestinal!y!absorbidos!en!

el!colon!durante!la!segunda!fase]!alrededor!del!70!%!de!CGA!presente!en!una!taza!

de! café! alcanza!el! colon! (Lafay( et( al.,! 2006a]!Redeuil!et( al.,! 2011).!En! ratas,! la!

detección!de!ácido!clorogénico!en! la!orina! fue!<1!%!de! la!dosis! ingerida,! lo!cual!
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indica!que!no!es!una!importante!vía!de!excreción!de!compuestos!CGA!(Lafay!et(al.,!

2006a).! Diversos! metabolitos! presentes! en! el! colon! representan! el! 57! %! de! la!

ingesta! de! CGA,! lo! cual! indica! que! la! biodisponibilidad! del! ácido! clorogénico!

depende!en!gran!medida!de!su!metabolismo!por!la!microbiota!colónica!(Gonthier!et(

al.,!2003).!

El!colon!es!importante!en!el!metabolismo!de!CGA,!siendo!el!sitio!de!acción!

de!conversiónación!del!ácido!felúrico!a!feruloilglicina!y!ácido!dihidroferúlico!y!para!

el!metabolismo!de!ácido!caféico!a!ácido!dihidrocaféico,!que!se!convierte!después!

en!dihidro!(iso)!ácido!ferúlico!(Stalmach!et(al.,!2010).!!

Por!lo!tanto,!la!capacidad!del!proceso!digestivo!para!liberar!los!compuestos!

fenólicos!de!la!matriz!del!alimento!(es!decir,!bioaccesibilidad)!puede!ser!el!primer!

paso!para!determinar!la!absorción!de!estos!compuestos.!Por!lo!tanto,!el!uso!de!la!

digestión! in( vitro! y! los! modelos! de! fermentación! en! el! colon! puede! ayudar! a!

proporcionar!una!visión!útil!en!la!biodisponibilidad!de!los!compuestos!fenólicos!del!

CU!y!los!factores!que!determinan!su!disponibilidad!(CamposYVega!et!al.,(2015).!

!

II.2.3.1.3!Efectos!sobre!la!salud! !

!
Recientemente,!el!interés!por!los!productos!naturales!derivados!de!plantas!

ha! ido! aumentando,! debido! a! que! los! antioxidantes! sintéticos! presentan! varios!

inconvenientes.!Sin!embargo!el!CU!contiene!varios!compuestos!relacionados!con!

la!salud!humana,!entre!ellos!los!compuestos!fenólicos,!los!cuales!han!demostrado!

actividad! antioxidante,! antibacterial,! antiviral,! antiinflamatoria! y! anticancerígena!

(Souza!et(al.,(2004).!

La! mayoría! de! los! compuestos! fenólicos,! debido! principalmente! a! su!

actividad! antioxidante,! han! recibido! gran! interés! pues! se! han! relacionado! con!

efectos! benéficos! sobre! la! salud! humana,! como! es,! la! protección! contra! las!

enfermedades!crónicas!degenerativas,!entre!ellas!cataratas,!degeneración!macular,!

enfermedades!neurodegenerativas,!diabetes!mellitus,!el!cáncer,!las!enfermedades!

cardiovasculares,!e!incluso!neurodegenerativas!como!Alzheimer!y!Parkinson!(Farah!

y! Donangelo,! 2006]! Scalbert! et( al.,! 2005).! En! un! estudio! se! mostro! que! los!
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compuestos! fenólicos!y!CGAs,!producidos!a!partir!del!CU!mostraron!actividades!

antitumoral! y! antiYalérgica! (Bravo! et( al.,! 2012).! De! hecho,! el! CGA,! posee!

propiedades! benéficas! para! la! salud! relacionados! con! su! potente! actividad!

antioxidante,! entre! ellas:! hepatoprotector,! hipoglucémico,! antiYbacterial,! antiviral,!

antiYinflamatoria! y! antiYcancerígeno! (Murthy! y! Naidu,! 2010]! Ramalakshmi! et( al.,!

2009]!Scalbert!et(al.,!2005]!RiceYEvans,!et(al.,!1997).!

Estudios!demuestran!que!el!metabolismo!y!la!composición,!tanto!de!CGA,!

así!como!las!melanoidinas!del!café,!presentan!gran!influencia!en!la!protección!del!

colon.! El! mecanismo! benéfico! más! importante! es! la! capacidad! del! café! para!

aumentar! la! motilidad! del! colon,! aumentando! así! la! producción! de! heces! y! el!

aumento!de!la!velocidad!de!eliminación!(Vitaglion!et(al.,!2012).!También!se!observó!

que!mejora!el!equilibrio!de!la!microbiota!induciendo!la!mejora!de!!sensibilidad!de!la!

insulina! y! como! consecuencia! una! perdida! de! peso! debido! a! la! consecuente!

reducción!de!la!deposición!de!grasa!(Pendyala!et!al.,!2011]!Cani!et(al.,!2009).!Así!

mismo! se! ha! observado! un!menor! riesgo! de! diabetes! tipo! 2,! a! pesar! de! que! el!

consumo!de!cafeína!de!forma!aguda!baja!la!sensibilidad!a!la!insulina!y!el!aumento!

de! las!concentraciones!de!glucosa!(Pusatcioglu!y!Braunschweig,!2011]!Musso!et(

al.,(2010).!!

!

II.2.3.2!Fibra!dietaria!!

II.2.3.2.1!Generalidades!y!consumo!de!fibra!en!México!

!
La! fibra! dietética! es! la! parte! comestible! de! plantas! o! los! carbohidratos!

análogos! que! son! resistentes! a! la! digestión! y! absorción! en! el! intestino! delgado!

humano,!con!fermentación!completa!o!parcial!en!el!intestino!grueso.!Esta!incluye!

polisacáridos,!oligosacáridos,!lignina!y!sustancias!vegetales!asociada!que!resisten!

la!hidrólisis!por!los!enzimas!digestivas!humanas,!pero!que!pueden!ser!fermentadas!

por! la! microflora! colónica,! y/o! excretadas! parcialmente! por! las! heces]! además!

promueven! efectos! fisiológicos! beneficiosos! incluyendo! el! efecto! laxante,! y/o!

atenuación!de!colesterol!en!la!sangre!(AACC,!2001).!



! 23!

De!acuerdo!con!FAO,!la!recomendación!diaria!de!fibra!dietética!total!para!

adultos!es!de!25!g/día.!El!intervalo!de!recomendaciones!entre!diversos!países!del!

mundo!se!encuentra!alrededor!de!21Y40!g/día!(FAO,!2004).!

La! fibra! dietaria! se! puede! definir! como! un! grupo! heterogéneo! de!

compuestos! no! digeribles,! incluyendo! la! fibra! (soluble! e! insoluble),! el! almidón!

resistente,!y!oligosacáridos!tales!como!rafinosa,!estaquiosa,!mucillagos,!entre!otros!

(Escudero!y!González!Sánchez,!2006).!

Tanto!los!alimentos!sólidos!como!las!bebidas!pueden!contribuir!a!la!ingesta!

de!fibra!dietaria,!como!es!el!caso!de!las!bebidas!de!café!que!contienen!polisacáridos!

no!digeribles!que!son!parte!del!complejo!de!fibra!dietética!(Nunes!y!Coimbra,!2001]!

Navarini!et(al.,(1999).!Los!polisacáridos,!arabinogalactano!específicamente!tipo!II!y!

galactomanano,!se!han!identificado!en!el!café.!Debido!a!que!son!en!gran!medida!

indigestible,! se! consideran! fibra! dietética]! estos! galactomananos! y!

arabinogalactanos! ingeridas! con! las! bebidas! de! café! incluye! polisacáridos,!

oligosacáridos,! lignina!y!sustancias!vegetales!asociadas!que!no!se!degradan!por!

las!enzimas!digestivas!humanas!(AACC,!2001).!Por! lo! tanto,!alcanzan!el!colon!y!

potencialmente!sirven!como!sustratos!para!la!microbiota!colónica!(Gniechwitz!et(al.,!

2007).!Una!alta!ingesta!de!fibra!dietética!está!relacionada!positivamente!con!varios!

efectos!fisiológicos!y!metabólicos,!como!la!disminución!del!colesterol!en!sangre,!la!

moderación!de! la!glucosa!en!sangre!y! la! respuesta!a! la! insulina! (Delaney!et(al.,!

2003]!Jenkins(et(al.,!1976).!!

A!pesar!de!que!en!México!existen!alimentos!disponibles!y!accesibles!que!

forman! parte! de! la! cultura! alimentaria! y! que! son! altos! en! fibra,! los! mexicanos!

consumen!menos!de!la!mitad!de!la!cantidad!diaria!recomendada!de!este!nutrimento.!

En!los!últimos!años!se!ha!informado!que!la!población!mexicana!presenta!obesidad,!

sobrepeso,!mortalidad!por!enfermedades!crónicas]!es!por!esto!que!se!ha!asociado!

a!la!fibra!con!el!índice!de!masa!corporal!y!la!importancia!de!un!consumo!regular!de!

esta,! pues! ayuda! a! disminuir! la! presencia! de! enfermedades! cardiovasculares! y!

gastrointestinales,!así!como!controlar!y!reducir!las!concentraciones!plasmáticas!de!

colesterol!y!glucosa,!así!como!disminuir!el!riegos!de!padecer!diabetes!(Rivera!et(al.,!

2002]!Niclas!et(al.,!1995).!
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!

!

II.2.3.2.2!Fibra!dietaria!antioxidante!!

!
El! CU! es! una! fuente! de! fibra! dietética! pues! contiene! compuestos! como!

celulosa,!hemicelulosa,!sustancias!pécticas,!y!lignina!(Murthy!y!Naidu,!2010).!Las!

fibras! de! café! expresaron! propiedades! antioxidantes.! La! sinergia! de! la! actividad!

antioxidante! y! el! complejo! de! fibras! de! los! subproductos! de! café,!CU,! atribuyen!

efectos! beneficiosos! en! comparación! con! cualquier! fibra! (Murthy! y!Naidu,! 2010]!

SauraYCalixto,!1998).!!

Se! le!conoce!a! la! fibra!dietaria!antioxidante!como!aquellos!subproductos!

naturales!que!son!ricos!tanto!en!fibra!dietaria!como!en!compuestos!fenólicos,!entre!

algunos!otros]!por!lo!tanto!los!subproductos!del!café,!como!el!CU,!han!traído!gran!

interés!ya!que!esta!combinación!de!compuestos!puede!reflejarse!en!propiedades!

antioxidantes,!que!confieren!beneficios!adicionales!a!la!salud!(Murthy!y!Naidu,!2010]!

SauraYCalixto,!1998).!

!

II.2.3.2.3!Clasificación!fibra!dietaria!

!
Tradicionalmente! la! fibra!ha!sido!clasificada!en!dos!categorías,!soluble!e!

insoluble]! las! fibras! solubles! en! contacto! con! el! agua! forman! un! retículo! donde!

queda!atrapada,!originándose!soluciones!de!gran!viscosidad.!Los!efectos!derivados!

de! la! viscosidad! de! la! fibra! son! los! responsables! de! sus! acciones! sobre! el!

metabolismo! lipídico,! hidrocarbonado! y! en! parte! su! potencial! anticarcinogénico!

(Escudero!y!González,!2006).!Las!fibras!insolubles!o!poco!solubles!como!su!nombre!

lo! dice,! no! se! disuelve! en! agua,! se! encarga! de! acelerar! el! movimiento! de! los!

alimentos!a!través!del!sistema!digestivo!(García!et(al.,!2002).!Esta!fibra!es!capaz!de!

retener!el!agua!en!su!matriz!estructural!formando!mezclas!de!baja!viscosidad!lo!que!

provoca!un!aumento!de!la!masa!fecal!acelerando!el!el!tránsito!intestinal]!es!por!esto!

que! la! fibra! insoluble!se!utiliza!en!el! tratamiento!y!prevención!de! la!constipación!

crónica.!Por!otra!parte!también!contribuye!a!disminuir!la!concentración!y!el!tiempo!
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de!contacto!de!potenciales!carcinogénicos!con! la!mucosa!del!colon! (Escudero!y!

González,!2006]!Kim,!2000).!!

Sin!embargo!tomando!en!cuentas!las!características!químicas!y!funcionales!

de!la!fibra!Ha!et(al.,!(2000)!clasifican!a!la!fibra!en:!!

•! Polisacáridos!no!almidon,!donde!el!almidón!digerido!y!absorbido!en!

el!intestino!delgado!es!un!polisacárido,!por!ello!se!utiliza!el!término!

polisacáridos!no!almidón!para!aquellos!que!llegan!al!colon!y!poseen!

los! efectos! fisiológicos! de! la! fibra,! estos! se! pueden! calsificar! en!

celulosa,!βYglucanos,!hemicelulosas,!pectinas!y!análogos,!gomas!y!

mucílagos.!!

•! Oligosacáridos!resitentes!los!cuales!son!hidratos!de!carbono!con!un!

nivel! de!polimerización!menor,! tienen!de! tres!a!diez!moléculas!de!

monosacáridos.!!

•! Lignininas,!estas!no!son!un!polisacárido!sino!polímeros!que!resultan!

de! la! unión! de! varios! alcoholes! fenilpropílicos]! contribuyen! a! dar!

rigidez! a! la! pared! celular! haciéndola! resistente! a! impactos! y!

flexiones.! Además,! estas! no! se! digiere! ni! se! absorbe,! asi! como!

tampoco!es!atacada!por!la!microflora!bacteriana!del!colon.!

•! Sustancias!asociadas!a!polisacáridos!no!almidón:!Son!la!suma!del!

almidón!y!de!sus!productos!de!degradación!que!no!son!absorbidos!

en!el!intestino!delgado!de!los!individuos!sanos.!!

•! Hidratos! de! carbono! sintéticos! son! aquellos! que! son! sintetizados!

artificialmente!pero!que!tienen!características!de!fibra!dietética.!

•! Fibras!de!origen!animal,!estas!son!sustancias!análogas!a!los!hidratos!

de!carbono!que!se!encuentran!principalmente!en!alimentos!de!origen!

animal.!!

!

García!et(al.,!(2002)!mencionan!que!los!términos!de!fibra!!soluble/insoluble,!

fermentable/no! fermentable! y! viscosa/no! viscosa! son! inapropiados! por! lo! que! el!

sugiere!conceptos!como!fibra!fermentable,!soluble!y!viscosa!y!fibras!escasamente!
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fermentables,! insolubles!y!no!viscosas,!estos! términos!estan!relacionados!con! la!

composicion!de!la!fibra.!!

!

II.2.3.2.3.1!Oligosacáridos!!

!
! Los! hidratos! de! carbono! se! pueden! clasificar! según! el! grado! de!

polimerización! (GP)! como! oligosacáridos! (GP! entre! 2! y! 10! unidades! de!

monosacáridos)!y!polisacáridos!(GP!más!de!10!monosacáridos)!tal!y!como!indica!la!

terminología!de!la!IUBYIUPAC!(International!Union!of!Pure!and!Applied!Chemistry)!

(IUBYIUPAC,! 1980).! Además,! se! pueden! clasificar! según! sus! propiedades!

fisiológicas,!entre!ellas!como!digeribles!o!no!digeribles!(o!no!disponibles).!Los!no!

digeribles! que! están! representados! por! el! almidón! resistente,! polisacáridos! no!

almidón! (polisacáridos! de! las! paredes! celulares! de! las! plantas,! hemicelulosa,!

pectinas,!gomas),! y! los!oligosacáridos!no!digeribles! los!cuales!muestran!efectos!

fisiológicos!y!nutricionales!(Delzenne!y!Roberfroid,!1994).!!

Los!oligosacáridos!no!digeribles!no!se!pueden!hidrolizar!debido!a!que!el!

organismo!carece!de!enzimas!digestivas!necesarias!para!este!proceso,!por!lo!que!

no!pueden!romper!el!enlace!glucosídico!β,!lo!que!ocasina!que!los!oligosacáridos!se!

comporten! como! fibras! alimentarias! solubles,! ya! que! llegan! íntegros! al! intestino!

grueso!donde!son!fermentados!por!la!flora!del!colon!(Molis!et(al.,!1996]!Tokunaga,!

Oku,!y!Hosoya,!1986).!Además,!los!oligosacáridos!no!fermentables!se!clasifican!en!

fructooligosacáridos! (FOS),! galactooligosacáridos! (GOS)! y! sojaoligosacáridos!

(SOS),! mostrando! un! efecto! prebiótico! en! el! ser! humano! (Crittenden! y! Playne,!

1996),!sin!embargo!los!mas!estudidados!son!FOS!y!los!GOS.!!

Entre!los!efectos!fisiológicos!de!los!oligosacáridos!se!encuentra!su!efecto!

bifidogénico,! esto! se! refiere! la! estimulación! selectiva! de! un! grupo! limitado! de!

bacterias! beneficiosas! (principalmente! bifidobacterias! y! lactobacilos)! en! el! colon!

humano.!Sin!embargo!debido!a!la!fermentación!de!los!oligosacaridos!en!el!colon,!

se! observa! un! descenso! de! pH,! además! de! un! descenso! de! otros! géneros!

bacterianos.!Además,!la!fermentación!de!estos!en!el!colon!produce!ácidos!grasos!

de! cadena! corta! (AGCC),! tales! como! acético,! propiónico! y! butírico,! lactato! y!

determinados!gases!(H2!y!CO2)!(Conesa!et(al.,!2004).!El!descenso!en!el!pH!provoca!
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el!incremento!en!la!producción!de!AGCC,!siendo!el!acético!el!principal,!seguido!del!

propiónico!y!el!butírico!(Campbell!et(al.,(1997).!También!se!ha!descrito!actividad!

bifidogénica! mediante! el! empleo! de! inulina,! observando! cambios! en! grupos!

bacterianos!como!en!un!descenso!del!género!Bacteroides!(Gibson!et(al.,!2004).!

Las!α!Ygalactosidasa!son!oligosacáridos!de!bajo!peso!molecular!solubles,!

tales! como! rafinosa! (trisacárido),! estaquiosa,! verbascosa! y! otros! oligosacáridos!

formados!por!α!Y!(1Y6)!galactosidasa!vinculados!a!CY6!del!resto!de!glucosa!de!la!

sacarosa!(Dey,!1984).!Algunos!autores!reportan!que!la!presencia!de!oligosacáridos!

específicos! en! la! nutrición! humana! o! animal! mejora! la! salud,! fomentando! el!

crecimiento!de!bifidobacterias,!afectando!positivamente!las!células!intestinales!y!el!

sistema!inmunológico!(Roberfroid,!1998).!!

El!CU!es!una!buena!fuente!de!fibra!dietaria,!sin!embargo,!hasta!el!momento!

no!se!encuentra!reportado!el!contendio!de!oligosacáridos!en!este.!!

!

II.2.3.2.3.2!Melanoidinas!

!
Las! melanoidinas! son! estructuras! poliméricas! formadas! en! las! últimas!

etapas!de!la!reacción!de!Maillard,!las!cuales!están!presentes!en!muchos!alimentos!

procesados!térmicamente]!estas!reacciones!se!produce!en!los!alimentos!tratados!

con!calor!mediante!una!combinación!irreversible!de!ácidos!o!proteínas!de!azúcar!y!

aminoácidos]! además! estas! son! responsables! del! color! del! café! (Fogliano! y!

Morales,!2011]!Morales,!2002).!Los!polisacáridos!(principalmente!galactomananos!

y!arabinogalactanos),!proteínas!y!ácidos!clorogénicos!contribuyen!a!la!formación!de!

melanoidinas!de!café!(Illy!y!Viani,!1995).!!

Durante!el! tostado!de! los!granos!de!café! verde,! los! cambios!químicos!y!

estructurales,!producen!la!formación!de!melanoidinas.!Esto!se!explica!por!medio!de!

cuatro!propuestas!diferentes]!el!primer!modelo!se!basa!en!sustancias!coloreadas!

de!bajo!peso!molecular!reticulados!con!grupos!amino!libres!de!lisina!o!arginina!en!

las! proteínas! (Hofmann,! 1998).! La! segunda! propuesta! se! basa! en! unidades! de!

furano! y! /! o! pirroles! que,! a! través! de! reacciones! de! policondensación,! forman!

melanoidinas!con!unidades!de!repetición!(Tressl!et(al.,!1998).!Una!tercera!propuesta!
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se!basa!en!un!esqueleto!construido!a!partir!de!productos!de!degradación!de!azúcar,!

formadas! en! las! primeras! etapas! de! la! reacción! de!Maillard! (Cämmerer! y!Kroh,!

2006).!La!cuarta!propuesta!se!basa!en!un!esqueleto!construido!a!partir!de!proteínas,!

reticulado! por! productos! de! las! reacciones! de! Maillard]! esta! teoría! se! forma!

principalmente!en! los!productos!a!base!de!cereales! (Bekedam!et(al.,!2006).!Las!

melanoidinas!de!café!han!sido!investidadas!debido!a!la!alta!tasa!de!formación!y!alta!

solubilidad!en!la!bebida!(Ames(et(al.,1999]!Bekedam!et(al.,!2007]!Hofmann!et(al.,!

1999]!Hofmann!et(al.,!1999]!Moreira!et(al.,!2012).!!

Las! melanoidinas! de! café! se! ha! relacionado! con! una! variedad! de!

componentes!químicos!presentes!en!los!granos!de!café!verdes:!sacarosa!(después!

de!la!inversión),!polisacáridos!(galactomananos!y!arabinogalactanos),!aminoácidos,!

proteínas!(11s!proteínas!de!almacenamiento!y!la!pared!celular),!CGA,!y!sustancias!

formadas! durante! el! tostado.! Todos! estos! precursores! podría! aumentar! la!

complejidad! química! y! la! heterogeneidad! de! melanoidinas! de! café! (Nunes! y!

Coimbra,!2007).!

El!tipo!de!extracción,!la!relación!café/agua,!la!presión!y!el!tamaño!del!grano!

influyen!en!la!ingesta!final!de!melanoidinas,!a!partir!de!una!taza!de!café.!Por!lo!tanto,!

el! contenido!de!melanoidinas!del! café!dependen!de! la! intensidad!de! la!potencia!

térmica:!cuanto!mayor!es!el!tratamiento,!mayor!será!la!concentración!(Bekedam!et(

al.,!2006]!Nunes!y!Coimbra,!2007).! !

En!relación!con!la!preparación!del!café,!la!mayor!cantidad!de!melanoidinas!

se!encuentra!en!café!soluble!(22.8!g!en!100!g!de!café),!mientras!que!la!cantidad!de!

melanoidinas!en!expreso!es!de!7.2!g!en!100!g!de!café.!Sin!embargo,! la! ingesta!

diaria! recomendada!de!melanoidinas!oscila!en!1!g!por!día!(Borrelli!et!al.,!2002b]!

Fogliano!y!Morales,!2011).!!

Las!melanoidinas!del!café,!además!de!contribuir!al!color!y!las!propiedades!

tecnológicas,!tienen!propiedades!funcionales,!como!aportar!capacidad!antioxidante!

a!los!alimentos!(DelgadoYAndrade!et(al.,(2005)!y!la!supresión!de!estrés!oxidativo!en!

las!células!(Goya!et(al.,!2007),!!propiedades!quelantes!de!metales!(Morales!et!al.,!

2005),! actividad! antimicrobiana! (RufiánYHenares! y! Morales,! 2007a),! modular!

enzimas!quimiopreventivos!(Somoza,!2005),!entre!otros.!Además,!se!ha!encontrado!
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que!las!melanoidinas!tienen!un!papel!relevante!en!el!tracto!gastrointestinal,!pues!

éstas!se!fermentan!en!el!colon!y!pueden!actuar!como!fibra!dietaria,!modulando!su!

población]!es!por!esto!que!las!melanoidinas!pueden!llegar!a!considerase!como!fibra!

dietaria!antioxidante!desempeñando!un!papel!en!la!prevención!de!las!enfermedades!

cardiovasculares!y!en!el!control!del!cáncer!colorrectal!(Silván!et(al.,!2010).!Además,!

se!ha!encontrado!que!un!café! rico!en!melanoidinas!promueve!el! crecimiento!de!

bifidobacterias! (Borrelli! et( al.,! 2005]! Dell! et( al.,! 2003]! Gniechwitz! et( al.,! 2007]!

Gökmen!et(al.,!2009).!

Como! se! mencionó,! las! melanoidina! contribuyen! a! la! capacidad!

antioxidante! y! otras! propiedades! funcionales! del! café,! debido! a! la! presencia! de!

compuestos!fenólicos!en!su!esqueleto!(LópezYGalilea(et(al.,!2006]!RufiánYHenares!

y! Morales,! 2007b).! Bravo( et( al.! (2012),! evaluaron! en! el! CU! el! contenido! de!

melanodinas,! encontrando! 0.165! y! 0.145! mg/g! para! las! variedades! arabica! y!

robusta,!respectivamente.!Así!mismo!Yen(et(al.!(2005)!reportó!valores!menores!de!

melanoidinas!para!el!CU!en!comparación!con!el!café!tostado.!!Por!lo!tanto,!aunque!

las!melanoidinas!y!otros!compuestos!pueden!actuar!como!antioxidantes,!debido!a!

sus! menores! cantidades! en! el! café! usado,! su! contribución! a! la! capacidad!

antioxidante!podría!ser!limitado!(Bravo(et(al.,!2012).!

!

II.2.3.3!Metabolismo!de!la!fibra!dietaria!y!efectos!benéficos!a!la!salud!!

!
La!fibra!es!un!elemento!que!pasa!por!el!intestino!delgado!sin!digerir!para!

llegar!al! intestino!grueso!donde!continúa!para! impartir!su! funcionalidad]! teniendo!

efectos!desde!que!inicia!su!camino!en!la!boca!hasta!la!digestión,!pues!participa!en!

el! recorrido! de! los! alimentos! por! el! tracto,! aumentando! asi! su! volumen! de! los!

desecho.! Para! ser! biodisponible,! nutrientes! distintos! de! fibra! dietética! deben!

desglosarse,!solubilizarse,!o!modificarse!para!luego!ser!absorbidos!a!través!de!las!

paredes!del! intestino!delgado!para!estar!disponible!para!las!funciones!corporales!

(AACC,!2001).!Además!ocasiona!la!dilución!del!contenido!colónico,!un!ritmo!más!

rápido!de!paso!por!el!intestino!y!cambios!en!el!metabolismo!colónico!de!minerales,!

nitrógeno!y!ácidos!biliares]!se!cree!que!estos!cambios!son!provocados!por!la!fibra!



! 30!

que!pasa!a!través!del!intestino!sin!digerir!y!de!la!retención!de!agua!dentro!de!su!

estructura!celular!(Zarzuelo!y!Galvez,!2005).!!Es!por!esto!que!el!colon!es!un!órgano!

fundamental!de!la!digestión!de!todos!los!nutrientes!que!escapan!de!la!digestión!de!

las!enzimas!digestivas,!para!esto!la!flora!bacteriana!produce!enzimas!capaces!de!

digerir! los! carbohidratos! y! proteínas! que! no! fueron! absorbidos! en! el! intestino!

delgado.! Por! lo! tanto,! la! flora! colónica! tiene! la! función! de! llevar! acabo! la!

fermentación!de!los!sustratos!no!digeridos,!entre!ellos!la!fibra!(Andoh!et(al.,!2003).!!!

La!fermentación!colónica!de!la!fibra!da!lugar!a!los!AGCC!logrando!mantener!

la! microbiota! intestinal.! Además! la! fibra! estimula! durante! su! fermentación,! el!

crecimiento!de!ciertas!bacterias!intestinales,!por!lo!que!podría!incluirse!dentro!de!

los!alimentos!probióticos,!logrando!así!la!prevención!de!ciertas!enfermedades,!entre!

ellas,! el! cáncer! de! colon! (Conesa! et( al.,! 2004).! Además,! un! incremento! en! el!

consumo! de! fibra,! tiene! un! efecto! positivo! en! la! salud! gastrointestinal,! pues! un!

consumo!de!fibra!reduce!el!tiempo!de!permanencia!de!los!alimentos!en!el!sistema!

digestivo,! logrando!evitar! el! estreñimiento.!Así!mismo! la! fibra!ayuda!a! reducir! la!

absorción!de!colesterol,!así!como!reducción!de!la!incidencia!de!la!diabetes!tipo!2!

(García!et(al.,!2002]!Roberfroid!y!Ph,!1993).!!

Por!otro!lado,!las!melanoidinas!de!café!pueden!ser!consideradas!una!fibra!

dietética,!pues!llegan!en!su!forma!intacta!al!colon!y!están!parcialmente!fermentados!

por! los! microorganismos! del! colon.! La! cantidad! de! melanoidinas! de! café! que!

alcanzan!el!colon!se!ha!estimado!recientemente!en!el!intervalo!de!0.5Y2.0!g!por!día,!

por! lo! que! la! ingesta! de! melanoidinas! de! café! podría! contribuir! de! manera!

significativa!a!los!beneficios!para!la!salud!(Morales!et(al.,!2012).!Por!lo!tanto,!debido!

a!que!las!melanoidinas!consumidas!permanecen!en!el!tracto!gastroYintestinal,!este!

puede!ser!un!sitio!clave!para!su!acción!antioxidante!y!biológica!(DelgadoYAndrade,!

2014]! RufiánYHenares! y! Morales,! 2007a]! Finot! y! Magnenat,! 1981).! Asimismo,!

RufiánYHenares!y!Morales!(2007a)!sugieren!que!la!digestión!gastrointestinal!afecta!

en!cierta!medida!la!fracción!de!las!melanoidinas!mediante!la!mejora!de!la!capacidad!

antioxidante!de!bajo!peso!molecular!limitado!a!la!estructura!o!por!la!liberación!de!

nuevas!estructuras!del!esqueleto!melanoidina.!

!
!
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!
II.2.4!Capacidad!antioxidante!!

!

En! los!últimos!años,!existen!estudios!que! indican!que!los!radicales! libres!

inducen! daño! oxidativo! a! biomoléculas.! Este! daño! ha! sido! implicado! en! el!

envejecimiento,!en!varias!patologías!humanas!y!entre!otras!enfermedades!(Jones,!

2008).! Varios! estudios! indican! que! componentes! activos! de! la! dieta! de! frutas!

frescas,!verduras!y!bebidas!prevenien!estas!enfermedades!inducidas!por!radicales!

libres! y! protegiendo! a! los! alimentos! contra! el! deterioro! oxidativo! (Sies,! 2010).!

Además! de! estas! propiedades! saludables,! la! capacidad! antioxidante! puede!

contribuir!a!la!preservación!de!café!contra!el!daño!oxidativo!durante!todo!el!tiempo!

de! almacenamiento.! Estos! efectos! protectores! se! han! atribuido! a! las! especies!

antioxidantes,!como!los!compuestos!fenólicos,!carotenoides,!vitamina!C!y!E,!que!

eliminan!los!radicales!libres!(Galleano(et(al.,!2010).!

La!capacidad!antioxidante!es!ampliamente!utilizada!como!parámetro!para!

caracterizar! diferentes! sustancias! y!muestras! de! alimentos! con! la! capacidad! de!

barrido!o!neutralizando!los!radicales!libres.!Esta!capacidad!esta!relacionada!con!la!

presencia!de!compuestos!capaces!de!proteger! !a!un!sistema!biológico!contra! la!

oxidación!(Pyrzynska!y!Pękal,!2013).!!

La! alta! capacidad! antioxidante! del! café! es! atribuida! a! la! presencia! de!

compuestos! fenólicos,! principalmente! los! CGA,! cafeína,! ácido! ferúlico! y! ácido!

cumárico,!además!de!los!productos!formados!por!la!reacción!de!Maillard!durante!el!

tostado,!principalmente!melanoidinas,!representando!por!las!sustancias!de!mayor!

actividad! antioxidante! del! café́! tostado! (Andueza! et( al.,( 2004).! La! actividad!

antioxidante! del! café! tostado! se! puede! mantener! debido! a! la! formación! de! los!

productos!de!la!reacción!de!Maillard!(Budryn!et(al.,!2009).!!

En!algunos!estudios!se!ha!encontrado!que!una!cantidad!de!antioxidantes!

presentes!en!el!café!(30Y51!%)!se!acompleja!con!la!fibra,!esto!significa!que!algunos!

de!los!compuestos!serán!absorbidos!en!el!intestino!delgado,!pero!los!unidos!a!la!

fibra! sólo! serán!accesibles! en!el! intestino!grueso,! después!de!que! las! bacterias!
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fermentan!la!fibra!y!los!liberen,!teniendo!gran!importancia!para!la!salud!del!colon!

(DíazYRubio!y!SauraYCalixto,!2007).!!

El!café!es!una!de!las!fuentes!más!importantes!de!antioxidantes!en!la!dieta!

occidental,!Bravo!et(al.,!(2012)!reporta!que!en!el!CU!utilizado!para!la!preparación!

de! la!bebida!se!encuentra!una!mayor!capacidad!antioxidante!con!el!café!tostado!

medio!que!en!los!de!café!tostado!oscuro.!En!la!Tabla!6!se!muestra!la!capacidad!

antioxidante!del!CU,!proveniente!de!las!variedades!robusta!y!arabica,!por!el!método!

de!ABTS!y!DPPH.!!

!

Tabla!6.!Capacidad!antioxidante!del!café!usado!

! !

Capacidad!

(μmoL!Trolox/g)!

ABTS!! Arabica!! 215.12!

!! Robusta!! 167.24!

DPPH! Arabica!! 112.06!

!! Robusta!! 74.09!

!
(Bravo!et(al.,!2012)!

!
Estos! resultados! muestran! que! ambos! cafés! muestran! capacidad!

antioxidante!relevante,!donde!se!puede!ver!que!el!CU!arabica!muestra!los!valores!

mas!altos.!Estos!se!deben!al!equilibrio!entre!ácidos!caffeoilquinico,!más!abundante!

en! CU! arabica]! y! la! cafeína! y! melanoidinas,! presente! principalmente! en! el! CU!

Robusta.!Además!se!ha!encontrado!que!la!capacidad!antioxidante!de!la!bebida!de!

café!en!comparación!con!el!CU,!tanto!para!el!café!arabica!como!el!café!robusta,!es!

muy!similar!(Bravo!et(al.,!2012).!!!
!

II.2.4.1!Métodos!para!determinar!capacidad!antioxidante!

!
Existen!diversos!métodos!para!evaluar!la!actividad!antioxidante,!ya!sea!in(

vitro(o(in(vivo.!Una!de!las!estrategias!más!aplicadas!en!la!medición!de!la!capacidad!

antioxidante! de! un! compuesto,! mezcla! o! alimento,! consiste! en! determinar! ésta!

frente!a!sustancias!cromógenas!de!naturaleza!radical!(Robards!et!al.,!1999).!
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La!capacidad!antioxidante!de!una!mezcla!no!viene!dada!solo!por!la!suma!

de! las! capacidades! antioxidantes! de! cada! uno! de! sus! componentes,! también!

depende!del!microambiente!en!que!se!encuentra!el!compuesto.!Para!esto!existen!

diferentes!compuestos!cromógenos!(ABTS,!DPPH,!DMPD,!DMPO!y!FRAP)!que!son!

utilizados!para!determinar!la!capacidad!de!los!compuestos!antioxidantes!con!el!fin!

de!captar!los!radicales!libres!generados!(Prior!y!Cao,!1999]!C.!A.!RiceYEvans!et(al.,!

1996).!

!

II.2.4.1.1!DPPH!

!
El!ensayo!DPPH,!2Y2YDifenilY1prilhidracilo,!es!uno!de! los!más!populares,!

utilizado!para!poner!a!prueba! la!capacidad!de! los!compuestos!para!actuar!como!

captadores! de! radicales! libres! o! donadores! de! hidrógeno! y! para! evaluar! la!

capacidad!antioxidante!de!los!alimentos.!El!radical!DPPH!es!un!radical!orgánico!de!

larga!vida!con!un!color!morado!oscuro.!Es!comercialmente!disponible!y!no!tiene!que!

ser! generado!antes!del! ensayo! como!en!otros! ensayos!de!barrido.!Cuando!una!

solución!del!radical!DPPH!es!mezclada!con!un!antioxidante/compuesto!reductor,!su!

color!cambia!de!purpura!a!amarillo!de!la!correspondiente!hidracina.!La!capacidad!

reductora!de!los!antioxidantes!DPPH!puede!ser!evaluada!mediante!un!monitoreo!

de!la!disminución!de!la!absorbancia!entre!515!Y!528nm!donde!la!hidracina!produce!

una!solución!amarilla!o!por! la! resonancia!de!espín!electrón.!La! transferencia!del!

electrón! inicial! se! produce! muy! rápidamente! y! la! transferencia! del! hidrógeno!

subsiguiente!ocurre!más! lentamente,! esto!depende!del! enlace!hidrógeno!usado,!

como!el!metanol!y!etanol!(Calliste(et(al.,(2001).!La!Figura!3!muestra!la!reacción!del!

radical!DPPH,!observando!hay!una!donación!de!hidrógenos!para!estabilizar!a!su!

forma!reducida!(Pyrzynska!y!Pękal,!2013).!

!

!

!

!

!
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!

!

!

!

!

!
!

Figura!!3.!Estructura!químia!del!radical!DPPH!y!su!reacción!con!un!agente!de!
barrido.!

(Pyrzynska!y!Pękal,!2013)!

!

Una!de!las!desventajas!de!este!método!es!el!tiempo!necesario!para!realizar!

la!medición,!pues!se!realizan!mediciones!cada!10!minutos!durante!90!minutos!con!

el!objetivo!de!comprobar!la!influencia!del!tiempo!de!medida!en!los!valores!actividad!

antioxidante.!Por!lo!tanto,!los!valores!obtenidos!reflejan!la!cantidad!y!la!reactividad!

de!los!antioxidantes!presentes!en!la!muestra!en!un!determinado!tiempo.!Otra!de!las!

desventajas! que! se! presenta! en! comparación! con! el! método! de! ABTS,! son! los!

costos!(Arnao,!2000]!Kim!et(al.,!2002).!

!
II.2.4.1.2!ABTS!

!
El!ácido!2,2!azino!bis! (3Yetilbenzo! tiazolinY6!sulfónico),! también!conocido!

como!ABTS,!es!un!radical!que!tiene!que!ser!generado!tras!una!reacción!que!puede!

ser! química! (dióxido! de! manganeso,! presulfato! potasio,! ABAP),! enzimática!

(peroxidase,! mioglobulina)! o! electroquímica.! La! técnica! para! la! generación! del!

ABTS•+!implica!la!producción!directa!del!cromóforo!!azul!/!verde!ABTS•+!a!través!

de! la! reacción! entre! el!ABTS!y! el! presulfato! de! potasio.! La!Figura! 4!muestra! la!

reacción!de!oxidación!del!ABTS!por!el!presulfato!de!potasio!para!generar!el!radical!

catión!ABTS!•!+.!

!

!



! 35!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Figura!!4.!Estructura!de!ABTS!

(Oliveira(et(al.,!2014)!

!

El! radical! catión! constituye! la! base! de! uno! de! los! métodos!

espectrofotométricos! que! se! han! aplicado! para! medir! la! actividad! total! de!

antioxidantes!de!las!soluciones!de!sustancias!puras,!mezclas!acuosas!y!bebidas.!

Con! este! método! se! puede! medir! la! actividad! de! compuestos! de! naturaleza!

hidrofílica! y! lipofílica.! El! radical! ABTS! tiene! la! ventaja! de! que! su! espectro! que!

presenta!máximos!de!absorbancia!a!414,!654,!754!y!815!nm!en!medio!alcohólico!

(Arnao,!2000]!Kuskoski!et(al.,!2004]!Re!et(al.,!1999).!La!adición!de!antioxidantes!

para! la! formación! del! radical! ABTS,! dependen! de! la! actividad! antioxidante,! la!

concentración! de! los! antioxidantes! y! la! duración! de! la! reacción.! !Por! lo! tanto! el!

alcance!de!la!decoloración!como!porcentaje!de!inhibición!del!radical!catión!ABTS!•!

+!se!determina!como!una!función!de!la!concentración!y!el!tiempo!y!se!calculara!en!

relación!a!la!reactividad!de!Trolox!como!estándar,!en!las!mismas!condiciones!(Re!

et(al.,!1999).!

Entre! los! métodos! utilizados! para! determinar! la! capacidad! de! un!

antioxidante! para! captar! radicales! libres,! el! radical! ABTS! es! uno! de! los! más!

aplicados,!al!considerarse!un!método!de!elevada!sensibilidad,!práctico,!rápido!y!muy!
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estable,!originando!resultados!reproducibles!y!coherentes.!Además!de!que!presenta!

varios!máximos!de!absorción!y!una!buena!solubilidad!(Imeh!y!Khokhar,!2002).!

!
II.3!Salud!gastrointestinal!

II.3.1!Digestión!gastrointestinal!

!
El!sistema!digestivo!humano!comprende!una!serie!de!órganos!y!glándulas!

que!procesan! los!alimentos.!Para!que!el!cuerpo!utilice! los!alimentos!que! ingiere,!

éste!tiene!que!romper!el!alimento!en!moléculas!más!pequeñas!que!puede!procesar]!

así!como!excretar!aquellos!desechos!que!no!son!necesarios!para!el!cuerpo!(Guyton!

y!Hall,!2001).!!

Guyton!y!Hall!(2001)!nos!hablan!del!proceso!digestivo,!el!cual!comienza!en!

la!boca,!en!donde! la!comida!se!descompone!por!el!proceso!de!masticación!y! la!

acción!química!de!las!enzimas!salivales,!rompiendo!principalmente!los!almidones!

en!moléculas!más!pequeñas.!Después!de!ser!masticado!y!tragado,!la!comida!entra!

en! el! esófago.! Este! es! un! tubo! largo! que! se! extiende! desde! la! boca! hasta! el!

estómago,!además!de!que!por!medio!de!ondas!peristálticas! fuerza!el!paso!de! la!

comida! desde! la! garganta! hasta! el! estómago.! En! el! estómago! se! encuentra! la!

pepsina,! enzima! digestiva,! que! se! segrega! en! el! estómago! y! que! hidroliza! las!

proteínas!en!el!estómago]!ahí!mismo!la!comida!es!mezclada!con!el!ácido!gástrico!

de!modo!que!se!forma!el!quimo.!En!el! intestino!delgado,! la!bilis!(producida!en!el!

hígado!y!almacenada!en!la!vesícula!biliar),!enzimas!pancreáticas!y!otras!enzimas!

digestivas,! producidas! por! la! pared! interior! del! intestino! delgado,! ayudan! en! la!

descomposición! de! los! alimentos]! aquí! algunos! nutrientes! individuales! son!

absorbidos.!Después!de!pasar!a!través!del! intestino!delgado,!el!alimento!pasa!al!

intestino! grueso,! la! última! parte! del! sistema! digestivo,! una! parte! del! agua! y!

electrolitos!se!extraen!de!la!comida.!La!microbiota!colónica,!que!sufre!alteraciones!

tanto!endógenas!como!exógenas,!contienen!bacterias!que!mantienen!una!relación!

simbiótica!en!el!hospedero,!sin!embargo!la!mayoría!de!las!bacterias!son!benéficas!

ya!que!participan!numerosos!procesos! fisiológicos,! sin!embargo! también!existen!

bacterias!dañinas!que!pueden!proliferar!y!causar!malestares!y!enfermedades.!!
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Durante!el!proceso!de!la!digestión,!los!antioxidantes,!la!fibra!dietaria!y!otros!

compuestos! funcionales! se! transforman! en! compuestos! con! diferente!

bioaccesibilidad!y! !actividad!biológica,!o!puede!ser!que!no!sean! liberados!de! los!

alimentos,! lo!que!afectará!el!potencial!antioxidante!original!de!cada!uno!de!estos!

componentes!(PalafoxYCarlos!et(al.,!2011).!Por!otra!parte,!hay!que!aclarar!que!para!

ejercer!sus!actividades!biológicas,!los!compuestos!fenólicos!deben!ser!liberados!de!

la!matriz!del!alimento,!ya!sea!por!efecto!de!las!enzimas!digestivas!y!los!cambios!de!

pH,!como!por! la! fermentación!bacteriana!en!el!colon! (Cerdá!et(al.,!2005]!SauraY

Calixto! et( al.,! 2007).!Por! lo! tanto,! las! propiedades! biológicas! de! los! polifenoles!
dietéticos!pueden!depender!de!su!absorción!en!el! intestino!y!su!biodisponibilidad!

(SauraYCalixto!et!al.,!2007)!
!
!
II.3.1.1!Bioaccesibilidad!y!permeabilidad!!

!
La! bioaccesibilidad! y! la! permeabilidad! proporcionan! información! para!

obtener!una!indicación!rápida!de!la!absorción!humana!de!un!compuesto!a!partir!de!

un!producto.!La!permeabilidad!proporciona!una!buena!estimación!de!la!absorción!

intestinal! in(vivo!del!compuesto,!en!cambio! la!bioaccesibilidad!es!una!estimación!

más!lenta,!debido!a!que!la!absorción!del!compuesto!no!puede!ser!más!rápida!que!

la!velocidad!a!la!que!el!compuesto!se!libera!de!su!matriz!(Versantwoort!et(al.,(2000).!!

Tomando!en!cuenta!que!la!bioaccesibilidad!se!define!como!la!cantidad!de!

un! componente! del! alimento! que! está! presente! en! el! intestino! humano,! como!

consecuencia!de!su!liberación!de!la!matriz!del!alimento,!y!que!podría!ser!capaz!de!

atravesar!la!barrera!intestinal!(Holst!y!Williamson,!2008]!SauraYCalixto!et(al.,!2007).!

En!cambio,!la!biodisponibilidad!se!define!como!la!cantidad!y!velocidad!a!la!que!el!

principio! activo! se! absorbe! y! llega!al! lugar! de!acción.!Por! lo! tanto,! para! que!un!

compuesto,! como! los! fenólicos,! sea! potencialmente! biodisponible,! primeramente!

debe!estar!bioaccesible!en!el!tracto!gastrointestinal!(Holst!y!Williamson,!2008]!Shim!

et(al.,(2009).!

La!liberación!de!un!compuesto!a!partir!de!su!matriz!es!un!requisito!previo!a!

la!absorción!intestinal,!es!por!esto,!que!la!bioaccesibilidad!de!un!compuesto!debe!
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ser! determinada! en! el! intestino! delgado,! donde! tiene! lugar! la! absorción! (SauraY

Calixto!et(al.,!2007]!Tagliazucchi!et(al.,(2010).!La!biodisponibilidad!integra!procesos!

de!liberación,!absorción,!distribución,!metabolismo!y!excreción!(Holst!y!Williamson,!

2008]!RodriguezYAmaya,!2010).!La!liberación!de!un!compuesto!a!partir!de!su!matriz!

comienza!en!la!boca,!este!continúa!en!el!estómago!y!en!los!intestinos!delgado!y!

grueso,!convirtiéndose! la! liberación!en!el! tracto!gastrointestinal!de!un!compuesto!

como!un!proceso!complejo!debido!a!todos!los!parámetros!fisiológicos.!Por!lo!tanto!

para! obtener! una! buena! bioaccesibilidad,! el! sistema! in( vitro! debe! de! imitar! la!

situación!in(vivo!en!el!tracto!gastrointestinal!(Versantwoort!et(al.,!2000).!

La! bioaccesibilidad! en! el! alimento! y! la! biodisponibilidad! en! el! tracto!

gastrointestinal!van!a!influir!en!el!potencial!antioxidante!de!los!compuestos!fenólicos!

(SauraYCalixto!et(al.,!2010).!La!biodisponibilidad!de!cada!compuesto!fenólico!en!el!

tracto!gastrointestinal!es!muy!variada!y!puede!depender!de!diversos!factores!como!

la! fuente! del! alimento! y! las! interacciones! químicas! con! otros! fitoquímicos! y!

biomoléculas.!De!acuerdo!a!esto,!los!compuestos!fenólicos!pueden!dividirse!en!dos!

grupos:!biodisponibles!en!el! tracto!gastrointestinal!humano!y!no!biodisponibles!o!

asociados! a! la! fibra! dietaria,! entre! los! que! se! encuentran! los! polifenoles.! Sin!

embargo,!dependiendo!de!su!tamaño!y!grado!de!conjugación!sólo!una!parte!de!los!

compuestos!fenólicos!son!capaces!de!atravesar!la!pared!intestinal!(Manach!et(al.,!

2005]! PérezYJiménez! et( al.,! 2009).! Los! compuestos! fenólicos! de! bajo! peso!

molecular,!así!como!los!polifenoles!asociados!a!la!fibra!dietaria,!no!son!absorbidos!

al! intestino! delgado,! sino! que! llegan! al! colon! para! convertirse! en! sustratos!

fermentables! ! para! la! microbiota! colónica,! junto! con! los! hidratos! de! carbono!

digeribles! y! proteínas.! Además! es! importante! agregar! que! la! bioaccesibilidad! y!

biodisponibilidad! de! los! compuestos! fenólicos! se! puede! ver! afecta! por! la! fibra!

dietaria!!!(Parada!y!Aguilera,!2007]!SauraYCalixto!et(al.,!2010).!!

Existen!diversos!factores!relacionados!con!la!biodisponibildad,!como!es!el!

caso! de! la! estructura! química,! tipo! de! enlace,! preparación,! características,!

procesamiento,!actividad!de! la!enzima,! la!genética,!así!como!ciertas!condiciones!

del!organismo!entre!las!que!se!encuentran!la!masa!de!la!mucosa,!el!pH,!tiempo!de!
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transito!intestinal,!la!tasa!de!vaciado!gástrico!y!el!metabolismo,!entre!otros!(Holst!y!

Williamson,!2008]!RodriguezYAmaya,!2010).!!

La!permeabilidad!de!los!compuestos!puede!ser!dependiente!de!la!posición!

debido!a!la!diferente!morfología!y!diferenciación!de!células!de!la!mucosa!hacia!abajo!

el!intestino!por!ejemplo,!transportadores!de!aminoácidos!y!di/tripéptido!se!expresan!

en!el!yeyuno!y!el!íleon,!pero!no!en!el!colon!(Versantwoort!et(al.,!2000).!

II.3.1.2!Modelos!de!digestión!gastrointestinal!in(vitro(
!

Los!métodos! de! digestión! in( vitro! han! sido! utilizados! con! la! finalidad! de!

analizar! los! cambios! estructurales,! la! ! biodisponibilidad,! la! digestibilidad! de! los!

alimentos! y! la! liberación! de! componentes! de! los! alimentos,! en! condiciones!

gastrointestinales! simuladas.! Las! moléculas! biológicas! más! frecuentemente!

utilizadas,! incluidas! en! los! modelos! de! digestión,! son! enzimas! digestivas!

(pancreatina,!pepsina,!tripsina,!quimotripsina,!peptidasa,!αYamilasa!y!lipasa),!sales!

biliares!y!mucina!(Hur!et(al.,!2011).!Diferentes!enzimas!se!añaden!secuencialmente!

a!fin!de!simular!los!diferentes!pasos!del!proceso!digestivo!(Boisen!y!Eggum,!1991).!

Los!modelos! de! digestión! in( vitro! proporcionan! una! alternativa! útil! a! los!

modelos!animales! y!humanos!mediante! la!evaluación! rápida!de! los! ingredientes!

alimentarios,! pues! estos! proporcionaran! resultados! precisos! en! poco! tiempo.! La!

concentración!y!composición!de!enzimas!también!son!factores!muy!importantes!a!

considerar!en!el!diseño!de!modelos!de!digestión!in(vitro!(Coles!et(al.,!2005).!!

Varios! de! los! factores! que! tienen! influencia! sobre! los! resultados! de! los!

métodos!de!digestión! in(vitro!son:! la!actividad!enzimática,! la!composición! iónica,!

mecanismos!de!estrés!aplicados!y!tiempos!de!digestión!(Boisen!y!Eggum,!1991).!

!
II.3.1.2.1!Digestión!

!
El! factor! más! importante! en! un! sistema! de! digestión! in( vitro! son! las!

características! de! la! enzima.! Varios! factores,! tales! como! la! concentración,!

temperatura,! pH,! estabilidad,! activadores,! inhibidores,! y! tiempo! de! incubación,!

afectan!a!las!actividades!enzimáticas!(Boisen!y!Eggum,!1991).!

!
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Para!llevar!a!cabo!la!digestión!es!necesario!utilizar!las!siguientes!enzimas:!!

!

•! La!amilasa!está!presente!en!la!boca!y!en!el!estómago,!y!es!principalmente!

responsable! de! la! conversión! de! los! almidones! a! oligosacáridos! y!

monosacáridos!(glucosa).!La!amilasa!se!utiliza!principalmente!en!la!digestión!

in(vitro!en!muestras!de!alimentos!de!origen!vegetal!(Koh!et(al.,!2009).!!

•! Las!proteasas!están!presentes!principalmente!en!el!estómago!(pepsina)!y!el!

intestino! delgado! (tripsina! y! quimotripsina)! siendo! responsables! de!

descomponer!proteínas/péptidos!en!péptidos!más!pequeños!y!aminoácidos!

(Hur!et(al.,!2011).!

•! Las!lipasas!están!presentes!en!el!estómago!(lipasa!gástrica)!y!el!páncreas!

(lipasa! pancreática),! donde! se! absorben! a! las! superficies! de! lípidos!

emulsionados! y! convierten! los! ! triacilgliceroles! y! diacilgliceroles! a!

monoacilgliceridos!y!ácidos!grasos!libres!(Zangenberg!et(al.,!2001).!!

!

La!digestión!gástrica!es!imitada!utilizando!pepsina!a!pH!alrededor!de!2.!Los!

precursores! de! proteinasaYpepsinógeno! producidos! por! células! principales! del!

estómago,!se!activa!de!manera!óptima!a!un!pH!entre!1.8!y!3.2!en!la!luz!gástrica.!!

Además,!los!cambios!del!pH!en!el!estómago!y!el!intestino!pueden!ser!influenciados!

por!el!pH!inicial!o!la!cantidad!de!las!muestras!ensayadas,!convirtiéndose!el!pH!en!

un!factor!importante.!Por!lo!tanto,!la!elección!de!las!características!de!enzimas!tales!

como! la! composición,! la! concentración! y! pH! debe! considerarse! de! acuerdo! con!

características!de!la!muestra!(JensenYJarolim!y!Untersmayr,!2006).!

Es!por!esto!que!las!características!de!los!alimentos,!el!tipo!de!enzima,!y!la!

concentración!son!factores!clave!que!controlan!la!digestión!de!los!alimentos!durante!

la!digestión!in(vitro!(Hur!et(al.,(2011).!

!

II.3.1.2.2!Modelo!saco!intestinal!invertido!

!
La! absorción! o! asimilación! de! nutrientes! se! realiza! principalmente! en! la!

sección! proximal! del! intestino! delgado.! El! uso! del! saco! invertido! se! ha! utilizado!
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desde! hace! mucho! tiempo,! como! una! técnica! desarrollada! en! el! campo! de! la!

farmacología!humana!permitiendo!evaluar!la!permanencia!y!absorción!de!fármacos!

dentro!del!organismo,!en!donde!se!utilizan! intestinos!de! ratón,!debido!a!su!gran!

semejanza!con!el!humano!(Daniel,!2004).!Estos!muestran!una!buena!correlación!

con!la!permeabilidad!intestinal!in(vivo!y!la!fracción!de!dosis!absorbida!en!los!seres!

humanos.!Para!que! los!segmentos!del! intestino!puedan!ser!utilizados! in(vitro!es!

necesario! que! sean! frescos,! recién! extraídos! y! su! función! celular! no! haya! sido!

afectada,!logrando!una!mejor!viabilidad!del!tejido.!Es!una!técnica!sencilla!y!de!bajo!

costo!sin!necesidad!de!equipo!especializado!(Venkatesh!et(al.,!2007).!!!

El! saco! intestinal! se! prepara!mediante! la! inversión! de! un! segmento! del!

intestino! a! través! de! una! varilla,! logrando! que! el! epitelio! de! la!mucosa! con! las!

vellosidades!se!encuentre!en!la!parte!exterior,!mientras!que!la!membrana!muscular,!

forma!la!superficie!interior!del!saco!invertido!(Alam!et(al.,!2012).!El!compartimiento!

interior!se!llena!con!una!solución!amortiguadora!y!ambos!extremos!son!cerrados.!

La! manipulación! y! preparación! de! los! tejidos! son! importantes.! Inmediatamente!

después!del!sacrificio!del!animal,!todo!el!intestino!se!extirpa!rápidamente,!se!drena!

por! medio! de! una! solución! salina! a! temperatura! ambiente! y! se! coloca!

inmediatamente!en!medio!de!cultivo!oxigenado!a!37!°!C.!Se!corta!el!intestino!para!

obtener!sacos!de!aproximadamente!6Y8!cm!de!longitud.!Después!se!continúa!con!

el!evertido!del!intestino!de!manera!suave!y!con!ayuda!de!la!varilla.!Este!se!llena!con!

la! solución! amortiguadora! de! buffer! de! KrebsYRinger,! la! cual! esta! oxigenada!

(CamposYVega!et(al.,!2015]!Venkatesh!et(al.,!2007).!!

El!uso!de!estos!sacos!invertidos!logra!la!buena!viabilidad!del!tejido,!además!

la!actividad!metabólica!se!mantiene!mediante!la!incubación!de!los!sacos!evertidos!

en!medio!de!cultivo!tisular.!En!estos!se!encuentran!numerosos!paquetes!proteicos!

dedicados!al!transporte!de!los!mismos!que!mediante!diversas!maneras!permiten!el!

ingreso!de!aminoácidos!libres!y!pequeños!péptidos!a!través!de!la!membrana!cerosa!

del!intestino!(Barthe!et(al.,!1998]!Daniel,!2004).!!

!
!
!
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II.3.1.2.3!Fermentación!colónica!

!
Una!de!las!técnicas!mas!utilizadas!para!el!estudio!de!la!actividad!microbiana!

a!nivel!del!colon,!es!la!experimentación!con!modelos!de!fermentación!in(vitro]!este!

modelo!estudia!la!fermentación!anaeróbica!de!los!carbohidratos!por!medio!de!las!

poblaciones!bacterianas!mixtas!(Gibson!et(al.,!2004]!Puy,!2013).!!

Los!modelos!de!fermentación!de!in(vitro!permiten!el!cultivo!estable!de!una!

microbiota! intestinal! completa! durante! un! período! de! tiempo! definido! y! con! un!

modelo!específico!(Cinquin!et(al.,!2004]!Cinquin!et(al.,!2006).!El!objetivo!principal!

es! el! establecimiento! de! una! microbiota! intestinal! compleja,! bajo! condiciones!

ambientales!controladas!para! la!modulación!experimental.!Para! la!adaptación,! la!

supervivencia!y! la!proliferación!de!una!microbiota! in(vitro,!es!necesario! tomar!en!

cuenta! parámetros! ambientales! tales! como! el! pH,! tiempo! de! retención,! la!

temperatura,!anaerobiosis,!entre!otros!!!(Payne!et(al.,!2012).!Estos!modelos!tienen!

ciertas!ventajas!sobre!los!modelos!in(vivo,!principalmente!en!el!tiempo!y!el!costo,!

además! de! permitir! la! utilización! de! material! biológico! humano,! evitando!

interferencias!en!la!respuesta!del!organismo!(Puy,!2013).!

La! identificación! y! cuantificación! de! los! metabolitos! producidos! por! la!

microbiota! colónica! son! de! gran! importancia,! pues! nos! ayuda! a! conocer! la!

bioaccesibilidad! y! los! efectos! benéficos! procedentes! de! los! compuestos! de! los!

alimentos]!entre!ellos,!la!fibra!dietética!que!se!fermenta!por!la!microbiota!colónica!

con!la!producción!de!AGCC,!entre!otros!compuestos!(PalafoxYCarlos!et(al.,!2011).!!

Debido!a!esto,!la!fermentación!colonia!in(vitro!ha!sido!utilizada!para!identificar!los!

compuestos! fenólicos,! así! como! la! fibra! dietaria! proporcionando! información! del!

comportamiento!de!estos!y!de!esta!forma!facilitar!su!comprensión!y!aplicación!en!

estudios! in( vivo.! Finalmente! las! determinaciones! de! fermentación! fecal! en! una!

persona! pueden! ser! muy! útiles! para! conocer! la! capacidad! fermentativa! de! sus!

bacterias!colónicas!(Puy,!2013).!

Estos!modelos!permiten!una!evaluación!de! los!componentes!dietarios!en!

relación!a!su!impacto!en!la!población!microbiana!del!intestino!y!para!observar!los!

cambios!posteriores!en!el!metabolismo!en! función!de! la!modulación!de! la!dieta,!

evaluación!del!impacto!del!las!cepas!probióticos!en!la!función!de!la!microbiota!y!en!
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estudios!sobre!el!mecanismo!de! las! interacciones!entre!patógenos!(Payne!et(al.,!

2012).!!

CamposYVega!et(al.,!(2015)!!reporta!que!el!uso!de!la!digestión!in(vitro!y!los!

modelos!de!fermentación!en!el!colon!puede!ayudar!a!proporcionar!útil!penetración!

en! la! biodisponibilidad! de! los! compuestos! fenólicos! del! CU! y! los! factores! que!

determinan!su!disponibilidad,!con!el!fin!de!explorar!su!potencial!como!un!ingrediente!

funcional.!Ademas!menciona!que!los!taninos!presentes!en!este!subproducto!tienen!

un!considerable!potencial!biológico!presentando!una!actividad!antioxidante!alta!para!

DPPH! durante! la! fermentación! colónica.! Asimismo,! reportó! una! actividad!

antioxidante!alta!en!ABTS!durante!la!fermentación!colónica!sugiriendo!que!se!debe!

a!la!presencia!de!CGA!libres!fácilmente!metabolizables.!Por!lo!tanto,!concluye!que!

los! compuestos! antioxidantes! del! CU! se! ven! afectados! por! los! cambios! de! pH!

durante!la!digestión!intestinal!in(vitro(y!la!fermentación!en!el!colon,!probablemente!

modificando! sus! propiedades! físicoYquímicas! (es! decir,! estructura! química! y!

solubilidad).!Esto!se!ve!reflejado!en!su!bioaccesibilidad,!permeabilidad!y!la!actividad!

antioxidante,!lo!que!sugiere!sus!potenciales!beneficios!para!la!salud!justificando!así!

su!valorización.!

!
II.4!Microbiota!colónica!!

II.4.1!Generalidades!

!
La!mucosa!intestinal!es!un!sistema!complejo!y!dinámico!que!funciona!como!

una! barrera! semipermeable! que! permite! la! absorción! de! nutrientes! y!

macromoléculas! necesarias! para! el! crecimiento! y! el! desarrollo,! mientras! que!

protege! el! flujo! hacia! la! sangre! de! microorganismos! potencialmente! invasores!

(Walker,!1979]!Walker!et(al.,!1975]!Walker!et(al.,!1975).!Estas!funciones!básicas!se!

llevan!a!cabo!en!un!entorno!habitado!por!miles!de!millones!de!bacterias!comensales!

de!los!tres!dominios!de!la!vida,!Bacteria,!Archaea!y!Eukarya!(Eckburg!et(al.,!2005]!

Gill!et(al.,!2006]!Scanlan!y!Marchesi,!2008).!!!

La! diversidad! de! la! microbiota! intestinal! está! determinada! por! varios!

factores,!incluyendo!la!genética,!medio!ambiente,!la!alimentación!y!la!higiene]!así!

como!la!edad,!sexo!y!condiciones!ambientales!y!fisicoquímicas!(Chen!et(al.,!2013]!
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Fan!et(al.,!2014]!Moschen!et(al.,!2012).!Por!lo!tanto,!la!microbiota!colónica!de!los!

seres! humanos,! es! una! comunidad! compleja! y! diversa,! la! cual! desempeña!

funciones!importantes!a!la!salud!y!en!la!enfermedad!(Leser!y!Mølbak,!2009]!Mueller!

et(al.,!2006).!

El! metabolismo! intestinal! implica! una! variedad! de! enzimas! y! rutas!

bioquímicas!codificadas!por!miembros!de! la!comunidad!microbiana.!Las!enzimas!

son! capaces! de! digerir! carbohidratos! y! proteínas,! que! escapan! del! proceso! de!

digestión! en! el! intestino! delgado! (García,! 2002).! Esta! capacidad! metabólica! es!

codificada!por!un!total!de!2!Y!4!millones!de!genes!microbianos!(Possemiers!et(al.,(

2011).!!

BernalierYDonadille! (2010)! reporta! sobre! el!mecanismo! de! la!microbiota.!

Existen! dos! principales! funciones! metabólicas! de! la! microbiota! intestinal:! el!

metabolismo!de!los!carbohidratos!y!de!las!proteínas.!La!degradación!anaerobia!de!

estos!polisacáridos!es!un!proceso!complejo!que!implica!varios!grupos!funcionales!

de!microorganismos.!El!primer!paso!de!esta!cadena!se!compone!de!hidrólisis!de!

polisacárido!por!bacterias!hidrolíticas,!lo!que!resulta!en!la!liberación!de!fracciones!

más!pequeñas,!además!esta!hidrólisis!implica!una!variedad!de!enzimas!hidrolíticas!

que! no! son! producidos! por! el! huésped! (polisacáridos,! glucosidasas,! etc.).! Estas!

enzimas! hidrolizan! los! polisacáridos! no! digeribles! (almidón,! almidón! resistente! y!

fibra!dietaria!soluble!e! insoluble)!y!proteínas!o!mucinas! innatas!del!huésped!que!

alcanzas!el!intestino!grueso!(Englyst!et(al.,!1987]!Flint!et!al.,!2007).!Posteriormente!

las! fermentaciones!microbianas! de! los! polisacáridos! hidrolizados! en! el! intestino!

grueso!producen!AGCC,!tales!como!el!acido!acético,!propiónico!y!butírico,!ácidos!

de!cada!grasos!de!cadena!ramificada,!así!como!lactato,! formiato,!etanol!y!gases!

mixtos!(CH4,!CO2!Y!H2).!El!metabolismo!del!material!proteico!produce!amoniaco,!

aminas,! mercaptanos! y! H2S! (ácido! sulfhídrico),! así! como! algunos! compuestos!

tóxicos,!indolicos!y!fenólicos!(BernalierYDonadille,!2010).!Los!AGCC!resultantes!de!

la!fermentación!microbiana!de!almidones!dietéticos!hidrolizados,!fibra!y!azucares,!

proporcionan!alrededor!del!10!%!de!la!energía!de!la!dieta!de!los!individuos!(Bäckhed!

et( al.,! 2004]! McNeil,! 1984]! Scheppach,! 1994).! Los! AGCC! se! sintentizan! por!

diferentes!bacterias,!el!ácido!acético!se!sintetiza!principalmente!por!Bacteroides,(
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Clostridium,( Bifidobacterium,( Ruminococcus,( Eubacterium,! etc]! mientras! que! el!

ácido! propiónico! se! produce! principalmente! por! la! especie! predominante!

Bacteroides,!así!como!por!Propionibacterium(y(Veillonella(y!la!producción!del!acido!

butírico!se!debe!principalmente!a!Eubacterium!y!Coprococcus!!(BernalierYDonadille,!

2010]!Flint!et(al.,!2007).!

Las! principales! especies! bacterianas! en! las! que! se! ha! demostrado! una!

actividad! hidrolítica! pertenecen! a! los! géneros! predominante! Bacteroides,(

Bifidobacterium,( Ruminococcus( y( Roseburia,! así! como! algunas! especies! de!

Clostridium,(Eubacterium(y(Enterococcus.!La!mayoría!de!las!bacterias!son!capaces!

de!utilizar!el!almidón!como!fuente!de!energía,!siendo!las!Bacteroides!sp.!quien!mejor!

lo!utiliza!(Leitch!et(al.,!2007]!Ramsay!et(al.,!2006).!

La!biodegradación!de! las!proteínas!requiere! la!contribución!de!diferentes!

especies!bacterianas!con!actividades!complementarias! (proteasas,!desaminasas,!

descarboxilasas,!etc.)!que!interactúan!para!asegurar!su!descomposición!(BernalierY

Donadille,! 2010).! ! Las! proteínas! y! los! péptidos! son! las! principales! fuentes! de!

nitrógeno!en!el!colon,!!por!lo!tanto!las!bacterias!hidrolizan!estos!polímeros!con!el!fin!

de!obtener!!carbono!y!nitrógeno!para!su!propio!uso.!!Las!bacterias!encargadas!de!

esta! hidrólisis! son! Bacteroides,( Clostridium,( Propionibacterium,( Fusobacterium,(

Streptococcus(y(Lactobacillus( (Cummings!y!Macfarlane,!1991).!Los!péptidos!son!

asimilados!por!diferentes!bacterias!y!su!utilización!se!acompaña!con!frecuencia!de!

la! excreción! de! aminoácidos! (Macfarlane! y! Gibson,! 1994).! La! fermentación! de!

aminoácidos! implica! una! variedad! de! reacciones! de! oxidación! y! reducción! con!

diversos! aceptores! finales! de! electrones! (ácidos! grasos! insaturados,! otros!

aminoácidos,! H2,! etc.)]! la! desanimación! lleva! a! la! formación! de! AGCC! y! de!

amoniaco.! ! Además,! de! la! formación! de! fenoles,! ácidos! dicarboxílicos! y! ácidos!

grasos!de!cadena!ramificada!(isobutirato,!2Ymetilbutirato,!isovalerato).!El!fenol!y!el!

indol,! liberados!de! la!descomposición!de! los!aminoácidos!aromáticos!por!ciertas!

especies!de!Clostridium,(Lactobacillus(y(Bifidobacterium,!se!absorben!por!la!mucosa!

del!colon!y!se!excretan!en!la!orina!(Cummings!y!Macfarlane,!1991]!Macfarlane!y!

Gibson,!1994)!
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La! mayoría! del! amoniaco! producido! en! el! colon,! proviene! de! la!

desanimación!por!la!microbiota!intestinal]!éste!es!absorbido!por!la!mucosa!del!colon!

y!se!transporta!al!hígado!por!la!vena!porta,!donde!se!convierte!en!urea!y!luego!se!

excreta! en! la! orina.! El! amoniaco,! fuente! de! nitrógeno! para! un! gran! número! de!

especies!bacterianas!en!el!colon,!es!un!compuesto!potencialmente!tóxico!para!el!

ser!humano!(Macfarlane!y!Gibson,!1994).!

Los! metabolitos! de! fermentación! producidos! por! microorganismos!

intestinales! son! en! su! mayoría! absorbidos! por! las! células! epiteliales! y! se!

metabolizan! adicionalmente! en! diferentes! órganos! (epitelio! intestinal,! hígado,!

músculo,!cerebro,!etc.).!La!mayoría!de!ellos!tienen!beneficios!para!la!salud,!pero!

algunos!también!pueden!tener!efectos!nocivos!(BernalierYDonadille,!2010).!

El!epitelio!intestinal!está!compuesto!de!mucinas!capaces!de!atrapar!a!las!

bacterias! de! forma! selectiva! o! indiscriminada.! Los! polímeros! de! mucina! que!

constituyen! el! moco! contienen! glucoproteínas,! cuya! parte! hidrocarbonada! está!

formada!por!restos!de!diferentes!azúcares!como!la!galactosa,!NY!acetilglucosamina,!

NYacetilgalactosamina! y! ácido! siálico,! esta! porción! de! hidratos! de! carbono! sirve!

como! nutriente! para! la! microbiota,! pero! también! como! receptor! para! toxinas!

microbianas!y!como!proteína!de!superficie!(Moreno,!2006).!Para!el!mantenimiento!

del!equilibrio! intestinal!se!requiere!que!en!el!colon!se!fermenten!a!diario!60!g!de!

materia! orgánica,! fundamentalmente! hidratos! de! carbono! (Cummings! y! Englyst,!

1987).!

!

II.4.2!Composición!de!la!microbiota!colónica!humana!!

!
Más! de! 50! filos! de! bacterias! han! sido! identificados,! pero! la! microbiota!

humana! asociada! está! dominada! por! sólo! cuatro! filos! principales:! Firmicutes,(

Bacteroidetes,(Actinobacteria! y!Proteobacteria.!La! inclusión!de!Clostridios!dentro!

del!phylum(Firmicutes!hace!que!sea!el!filo!más!abundante,!que!constituye!46Y58!%!

del! total!de!bacterias.!Otros!principales!habitantes! incluyen!el!grupo!BacteroidesJ

Prevotella((10Y30!%),!Bifidobacterium!(4.4Y4.8!%),!Enterobacteriaceae!(0.1Y0.2!%)!y!

Lactobacillus(y(Enterococcus!(tanto!0.1Y1.8!%)!!(Dethlefsen!et(al.,!2006]!Dethlefsen!
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et(al.,!2007).!Por! lo! tanto! los! filos!Bacteroidetes(y(Firmicutes! constituyen! la!gran!

mayoría!de!las!poblaciones!en!los!seres!humanos,!ratas!y!ratones!(Lozupone!et(al.,!

2012]!Moco!et(al.,(2012).!!

Las!bacterias!comensales!residentes!son!responsables!de!crear!resistencia!

a! la! colonización!por!microbios!exógenos.! Los!microbios! intestinales!adherentes!

constantemente!compiten!con!los!microbios!exógenos!por!los!sitios!de!unión!en!el!

borde! del! cepillo! de! las! células! intestinales,! evitando! la! invasión! patógena! y! la!

translocación! en! el! tejido! del! colon.! Esta! resistencia! requiere! de! un! equilibrio!

ecológico!para!evitar!el!crecimiento!excesivo!de!bacterias!oportunistas!(Bernet!et(

al.,!1994).!!

El! intestino! grueso,! hogar! de! comunidades! complejas! y! diversas! de! la!

microbiota,! desempeñan! papeles! importantes! en! la! salud! y! la! enfermedad.! En!

condiciones! normales,! estas! bacterias! hacen! una! relación! simbiótica!

("normobiosis")! con!el!huesped.!Su! interacción!es!de!crucial! importancia!para!el!

mantenimiento! del! homeostasis! en! el! intestino.! Un! cambio! en! este! equilibrio!

("disbiosis")! bajo! ciertas! condiciones! puede! generar! consecuencias! perjudiciales!

para! el! huesped! (Bajzer! y! Seeley,! 2006]!Chen!et( al.,! 2013).!Nuevas! evidencias!

sugieren! que! la! disbiosis! intestinal! es! resultado! de! varios! factores,! como!

componentes! de! la! dieta! y! los! factores! ambientales! (Brown( et( al.,! 2012).! En!

particular,! la! dieta! alta! en! grasa! induce! disbiosis! se! ha! reconocido! como! un!

importante!factor!de!riesgo!para!diversas!enfermedades,!como!el!cáncer!de!colon!y!

diabetes!(Keku!et(al.,(2014]!Shen!et(al.,!2013).!

Además! el! estilo! de! vida,! los! genes! de! acogida! y! las! alteraciones! en! la!

estructura!y!función!de!la!microbiota!intestinal!(disbiosis)!son!las!principales!causas!

que!pueden!llevar!a!la!obesidad!(Calvani!et(al.,!2014).!!

Estudios!de!metagenómica!!sobre!la!microbiota!de!ratones!geneticamente!

obesos!demostraron!un!enriquecimiento!en!los!genes!que!codifican!enzimas!que!

intervienen!en!las!etapas!iniciales!de!la!descomposición!de!polisacáridos!dietéticos!

no!digeribles!y!en!los!genes!que!codifican!para!enzimas!que!importan,!metabolizan!

y!generan!los!productos!finales!de!estas!vías!metabólicas!(Turnbaugh!et(al.,!2006).!

Además! de! la! información! presentada! en! ratones,! se! ha! reportado! que! existen!
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diferencias!en!el!microbioma!intestinal!entre!los!seres!humanos!obesos!y!delgados.!

Un!estudio!realizado!durante!un!año!con!individuos!sometidos!a!la!pérdida!de!peso!

utilizando!una!dieta!baja!en!grasa!y! carbohidratos! se!mostró!que!en! los! sujetos!

obesos!la!relación!de!Firmicutes!a!Bacteroidetes!fue!sustancialmente!más!alta!que!

los!sujetos!con!peso!normal!(Ley!et(al.,!2006).!!Por!lo!que!las!bacterias!de!intestino!

pueden!influir!en!la!recoleccion!de!energía!y!cómo!esta!puede!ser!almacenada!y!

gastada,!sugiriendo!que!el!contenido!de!la!microbiota!intestinal!puede!contribuir!a!

la! obesidad! (Ley! et( al.,! 2005).! En! los! seres! humanos,! se! ha! sugerido! que! la!

composición!relativa!de!la!microbiota!intestinal!durante!la!vida!temprana!predice!el!

posterior!desarrollo!de!sobrepeso!y!obesidad!(DiBaise!et(al.,(2012)!

Una!microbiota! en! equilibrio! es! un! elemento! clave! en! el! desarrollo! y! el!

mantenimiento!de!la!inmunidad!sistémica!y!de!las!mucosas!(Moreno,!2006).!!Hoy!

en!día!la!microbiota!colónica!intestinal!es!un!determinante!critíco!de!la!absorción!de!

nutrientes,! la! regulación!de! la!energía,! el! peso!y! trastornos!metabólicos.! !Por! lo!

tanto,! las! interacciones! sintropicas! y! simbióticas! entre! las! especies! bacterinas!

pueden! desempeñar! un! papel! fundamental! en! la! composición! de! la! microbiota!

(DiBaise!et(al.,!2012).!!
!
!
II.4.3! Modulación! de! la! microbiota! colónica! por! la! fracción! no! digerible! de! los!

alimentos!!

!
El! intestino! grueso! humano! es! colonizado! por! una! comunidad! densa! y!

compleja! de! microorganismos,! compuestos! en! gran! parte! de! las! bacterias!

anaerobias!estrictas.!Las!funciones!metabólicas!de!la!microbiota!tiene!relación!con!

los!sustratos!disponibles!para!su!fermentación!en!el!colon]! los!orígenes!de!estos!

sustratos! son! exógenos! (fibra! dietética,! compustos! fenólicos)! como! endógenos!

(producidos!por!el!huésped)!(BernalierYDonadille,!2010).!La!fermentación!colónica!

de!la!fibra!produce!energía!y!su!valor!oscila!entre!1!y!2.5!cal/g,!este!valor!dependerá!

de!su!grado!de!fermentabilidad!(Nordgaard!y!Mortensen,!1994).!!

En!los!últimos!años!se!ha!mostrado!que!cierto!tipo!de!fibras!pueden!tener!

influencia! sobre! la! modulación! de! la! microbiota! colónica.! Por! ejemplo,! estudios!
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realizados!por!Gniechwitz!et(al.!(2007)!comparan!la!fermentación!colónica!de!la!fibra!

dietaria! de! la! bebida! de! café! y! como! contol! utilizaron! la! inulina,! esta! última! es!

ampliamente!utilizada!como!suplemento!de!la!fibra!dietética!y!es!fermentada!bajo!

las!mismas!condiciones]!además! la! inulina!es!considerada!un!polisacárido!puro,!

mientras! que! la! fibra! de! café! contiene! componentes! desconocidos! que! podrían!

determinar!su!utilización!por!las!bacterias!intestinales.!Aunque!se!mostró!una!total!

fermentación!de!la!inulina!dentro!de!24!h,!los!polisacáridos!del!café!no!lo!fueron!en!

su!totalidad,!sin!embargo,!no!se!puede!descartar!que!los!productos!de!la!reacción!

de! Maillard! afectan! negativamente! a! la! capacidad! de! descomposición! de!

polisacáridos!de!fibra!de!café.!Lo!que!demuestra!que!la!microbiota!colónica,!varia!

en!cada!!!humano,!por!lo!que!la!velocidad!de!degradación!de!los!polisacáridos!de!

fibra! de! café! pero! en! un! grado! similar.! Los! AGCC! fueron! los! productos! de!

fermentación!formados!a!partir!de!fibra!de!café!y!la!inulina,!pero!se!mostró!que!la!

inulina! presenta! mayor! producción! del! ácido! butírico,! mientras! que! no! hubo!

diferencias!significativas!para!el!ácido!acético!y!propiónico!en!las!dos!muestras.!Las!

altas!concentraciones!de!ácido!acético!y!ácido!propiónico!indican!que!los!miembros!

de!género!Bacteroides!jugaron!un!papel!importante!en!la!degradación!de!la!fibra!de!

café.!!

En! los! cambios! de! composición! microbiana,! se! ha! demostrado! que! la!

fermentación!de!la!fibra!del!café!y!la!inulina!conducen!a!un!aumento!de!los!recuentos!

de!células!de!bacterias!que!pertenecen!al!grupo!BacteroidesJPrevotella!en!un!60!%,!

en!comparación!con!el!control]!dentro!de!éste!grupo!se!observó!un!ligero!aumento!

de!B.(fragilis!tanto!para!fibra!de!café!(4.0!%)!como!para!inulina!(7.4!%),!mientras!

que! se! observó! un! aumento! de!B.( vulgatus( (10.4!%)! sólo! para! la! fibra! de! café!

(Gniechwitz!et(al.,!2007).!

Daniells!(2009)!informó!que!el!café,!obtenido!por!extracción!de!los!granos!

de! café! verde! y! tostados,! producen! un! aumento! en! la! actividad!metabólica! y! el!

número! de! Bifidobacterium( spp.,! provocando! un! impacto! en! la! microbiota.! Sin!

embargo,! !no!se!sabe!actualmente!cuál!de! los!componentes!del!café!puede!ser!

responsable!del!efecto,!pero!se!cree!que!tanto!la!fibra!como!los!AGC!pueden!ser!

metabolizados!por!la!microbiota!intestinal.!
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Estudios!realizados!por!Mills!et(al.!(2015)!demuestran!que!el!metabolismo!

de! la! fracción! no! digerible! del! café! en! el! colon,! incrementa! el! crecimiento! de!

Bifidobacterium(spp.,!en!donde!el!CGA!participa!en!el!crecimiento!de!estos.!Esto!

trae!como!ventaja!efectos!positivos!para!la!salud!del!intestino!como!la!producción!

del!ácido!acético!y!láctico]!además!de!sus!capacidades!antiYpatógenos!inherentes.!

En!contraste!se!observó!que!no!hubo!crecimiento!de!Lactobacillus(/(Enterococcus(

sppL! también! se! observó,! que! la!muestra! de! café! no! provoca! crecimiento! de!C.(

histolyticum,! un! grupo! bacteriano! considerado! como! patógeno,! y! que! de! igual!

manera!se!disminuye!tras!la!exposición!por!5YCQA.!Los!resultados!sugieren!que!los!

polifenoles!inducen!constantemente!una!disminución!en!el!crecimiento!del!grupo!C.(

Histolyticum]!por!lo!que!el!consumo!de!café!puede!presentar!efectos!benéficos!para!

el!individuo!a!través!del!potencial!del!CGA.!

Se! ha! demostrado! que! las!melanoidinas! al! ser! parte! de! la! fibra! dietaria!

pueden!ser!utilizadas!por!microbiota!intestinal!humana!y!contribuir!con!beneficios!

para! la! salud! (Ames! et( al.,! 1999]! Gniechwitz! et( al.,! 2007).! Estas! escapan! a! la!

digestión! llegando! al! colón,! en! donde! interactúan! con! las! diferentes! especies!

microbianas,!teniendo!influencia!significativa!sobre!la!salud!gastrointestinal!humano!

y,!más!específicamente,!son!capaces!de!promover!el!crecimiento!de!bifidobacterias!

(Rosa!Cinzia!Borrelli!et(al.,!2004]!Faist!y!Erbersdobler,!2001).!

En!un!estudio!con!humanos,!se!demuestra!que!las!melanoidinas!de!café!

instantáneo! modulan! positivamente! a! las! BacteroidesJPrevotella( y( en( mayor(

proporción( Bifidobacterium( spp.]! además,! la! mayoría! de! las! melanoidinas!

consumidas,!permanecen!en!el!tracto!gastroYintestinal,!por!lo!tanto,!puede!ser!un!

sitio!clave!para!su!acción!antioxidante!y!biológica!(DelgadoYAndrade,!2014]!Finot!y!

Magnenat,!1981]!RufiánYHenares!y!Morales,!2007a).!

La! absorción! de! las! melanoidinas! depende! de! su! peso! molecular! y! la!

solubilidad.! Datos! sobre! biodisponibilidad! sugieren! que! hasta! un! 30! %! de! los!

componentes! de! bajo! peso! molecular! de! melanoidinas! o! sus! productos! de!

degradación!intestinal!pueden!ser!absorbidos,!mientras!que!una!gran!proporción!de!

las!melanoidinas!de!alto!peso!molecular! son!excretadas!en! las!heces! (DelgadoY

Andrade,!2014]!Finot!y!Magnenat,!1981).!
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Las!melanoidinas!de!los!alimentos!también!pueden!actuar!como!prebiótico,!

pues!logran!modular!la!población!bacteriana!del!colon.!Entre!los!diferentes!grupos!

presentes! en! microbiota,! bífidobacteria! Lactobacillus( spp( están! generalmente!

asociados! con! una! afección! intestinal! saludable,! mientras! Clostridium( spp( y(

Bacteroides(spp(son!potencialmente!peligrosos.!Algunos!estudios!muestran,!que!el!

consumo! de! café,! tanto! Escherichia( coli( y( Clostridium( spp! disminuyen!

significativamente! en! el! colon! proximal,! mientras! que! la! población! de!!

Bifidobacterium(spp!aumenta!en!la!misma!zona!(Jaquet!et(al.,!2009]!Nakayama!y!

Oishi,!2013).!

Mas! recientemente! JiménezYZamora! et( al.! (2015)! evaluaron! con! los!

subproductos! del! café,! entre! ellos! del! CU,! evaluando! de! forma! in( vitro! las!

actividades! antimicrobianas,! antioxidantes! y! prebióticas,! encontrando! que! la!

fracción!no!digrible!de!estos!subproductos!estimulan!selectivamente!el!crecimiento!

de! número! limitado! de! bacterias! de! una!manera! independiente,!mientras! que! la!

actividad! prebiótica! en! conjunta! fue! limitada! debido! a! la! fuerte! actividad!

antimicrobiana!de!las!melanoidinas!del!café.!Asímismo!se!encontró!que!el!CU!junto!

con!las!melanodinas!no!mostraron!diferencia!estadisitica!significativa!con!el!control.!

Sin!embargo!el!CU!sin!la!presencia!de!melanoidinas!ejercen!un!efecto!positivo!sobre!

las!bacterias!consideras!beneficioas,!al!aumentar!el!número!de!Bifidobacterium!spp.!

y!Lactobacillum!spp.,!mientras!que!las!bacterias!nocivas!virtualmente!no!se!vieron!

afectados.!Sin!embargo,!las!investigaciones!continúan!debido!a!que!el!CU!podría!

ser! utilizado! como! una! fuente! de! nuevos! ingredientes! funcionales,! debido! a! su!

efecto!relevante!sobre!la!microbiota!intestinal,!además!de!que!podría!ser!una!buena!

fuente!de!compuestos!prebióticos.!!

!

II.4.4!Efecto!benéfico!a!la!salud!

!
La!comunidad!microbiana! intestinal!se!ha!demostrado!que!afectan!a!una!

amplia! gama!de!procesos! biológicos! incluyendo! la!maduración! del! intestino! y! la!

angiogénesis! (Stappenbeck! et( al.,! 2002),! el! desarrollo! de! la! inmunidad! innata!

(Mazmanian!et(al.,!2005),!la!producción!de!vitaminas!(Hill,!1997),!biotransformación!
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de!compuestos!endógenos!y!exógenos!(Blaut!y!Clavel,!2007),!el!ahorro!de!energía!

alimentaria,!y! recientemente,! la! regulación!del!almacenamiento!de!grasa!de!host!

(Bäckhed! et( al.,! 2004).! Recientemente! se! ha! investigado! cómo! la! dieta! puede!

afectar!tanto!la!composición!y!el!metabolismo!de!la!microbiota!intestinal.!

La! conversión! de! componentes! de! la! dieta! por! las! bacterias! intestinales!

conduce!a!la!formación!de!una!gran!variedad!de!compuestos,!ya!sea!con!efectos!

beneficos!o!perjudiciales!para!la!salud!humana.!Las!dietas!ricas!en!carbohidratos!

pueden!tener!un!efecto!significativo!en!el!número!de!bacterias!productoras!de!ácido!

butírico! viables! en! el! intestino,! como! los! grupos! clostridiales! IV! y! XIVa!

(Ruminococcus( /( Faecalibacterium( y( Roseburia( /( Eubacterium,! respectivamente,!

que!comprenden!más!del!50!%!de!las!bacterias!en!el!ser!humano!intestino!grueso).!

El!ácido!butírico!es! la! fuente!de!energía!preferida!para! las!células!epiteliales!del!

colon!y!se!cree!que!desempeñan!un!papel! importante!en!el!mantenimiento!de! la!

salud!del!colon!en!los!seres!humanos!mediante!la!activación!de!la!apoptosis!y!la!

detención!del!ciclo!celular!(Heerdt!et(al.,!1994]!Roediger,!1982).!Fibras!no!digeribles!

también! pueden! estimular! selectivamente! el! crecimiento! de! especies! de!

Bifidobacterium,!un!género!de!bacterias! reconocido!por!sus!efectos!beneficiosos!

(Gibson!y!Wang,!1994]!Lee!et(al.,!1993]!Marteau!et(al.,!2002).!!

La!fermentación!bacteriana!de!la!fibra!y!la!obtención!de!AGCC!favorece!el!

metabolismo!intrínseco!para!que!ejerzan!una!serie!de!acciones!tanto!a!nivel!local,!

en!el!colon,!como!sistémicas.!Aunque!se!considera!a!las!bacterias!intestinales!como!

residentes!comensales,!hoy!en!día!a!través!de!diversos!estudios!se!ha!demostrado!

que! sirven! en! diversas! e! importantes! funciones,! algunas! de! las! cuales! pueden!

contrarrestar!el!cáncer!de!colon,!entre!otras!(Bibiloni!et(al.,(2006).!

La!producción!AGCC!reduce!el!pH!del!colon,!lo!que!impide!el!crecimiento!

de!ciertas!especies!patógenas!y!promueve!el!crecimiento!de!las!bifidobacterias!y!

otras!bacterias!ácido! lácticas!que!se!consideran!benéficas!para! la!salud!humana!

(Gibson!et(al.,!2004).!Además,!los!AGCC!tienen!un!efecto!trófico!sobre!la!mucosa!

colónica!y!son!metabolizados!por!los!tejidos!del!huésped,!siendo!el!ácido!butírico!el!

sustrato!energético!preferido!de!los!colonocitos!(Prasad,!1980)]!además!este!ácido!
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desempeña! un! papel! importante! en! la! maduración! del! epitelio! colónico! y! la!

regeneración!de!la!mucosa!en!el!caso!de!atrofia!(Sakata,!1987).!!

Por!último,!se!sugiere!que!el!ácido!butírico!induce!la!diferenciación!celular!

y!estimula!la!apoptosis!de!células!cancerosas!(Hague!et(al.,!1996).!También!este!

ácido!aumenta!el!flujo!sanguíneo!del!colon,!incrementa!la!secreción!pancreática!así!

como! la!estimulación!del! sistema!nervioso.!El! acetato! y!el! propionato! regulan!el!

metabolismo!de!la!glucosa,!en!tanto!que!disminuyen!la!glucemia!posprandrial!y!la!

respuesta! insulínica! (Anderson!et( al.,! 1987]! Kripke!et( al.,! 1989]! Lupton! y! Kurtz,!

1993).!

Estudios! realizados! reportan! que! la! presencia! de!Escherichia( coli! ! está!

asociada!con!adenomas!colorrectales!y!el!cáncer.!Además,!se!ha!demostrado!que!

grandes!cantidades!de!sulfuro!de!hidrógeno!(H2S)!y!bacterias!productoras!de!sales!

biliares,!esta!asociado!con!un!mayor!riesgo!de!cáncer!de!colon!(Swidsinski!et(al.,!

1998).!!

Los!microbiota!del!colon!se!cree!que!desempeñan!un!papel!central!en!la!

salud!humana,!pues!está!relacionada!con!trastornos!como!el!síndrome!del!intestino!

irritable!(Kassinen!et(al.,!2007),!la!diarrea!del!viajero!(Hilton(et(al.,!1997),!el!autismo!

(Finegold!et(al.,(2002)!y!la!obesidad!(Zhang!et(al.,!2009).!Por!lo!tanto,!la!modulación!

beneficiosa!de!las!bacterias!del! intestino!puede!ayudar!en!la!prevención!de!tales!

enfermedades!(Wallace!et(al.,!2011).!!

Notablemente,!muchos!prebióticos!aumentan!los!niveles!de!bifidobacterias!

(Davis! et( al.,! 2010]! Gibson! et( al.,! 1995)! que! son! conocidos! por! prevenir! la!

colonización!de!patógenos!por!exclusión!competitiva,!para!mejorar!la!integridad!de!

la! barrera! epitelial,! regular! el! sistema! inmune! y! por! tener! una! respuesta! antiY

inflamatoria!(Ng!et(al.,!2009).!Sin!embargo,!otros!grupos!de!bacterias,!tales!como!

Clostridium! coccoides! Y! Eubacterium! rectale,! también! pueden! actuar!

beneficiosamente!en!el!intestino!grueso!previniendo!el!desarrollo!de!la!obesidad!y!

otras!enfermedades!relacionadas!(Neyrinck!et(al.,!2012).!

Los!prebióticos!resisten!la!digestión!/!absorción!en!el!tracto!gastrointestinal!

y!selectivamente!estimulan!el!crecimiento!y/o!actividad!de!las!bacterias!intestinales!
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asociados!con!la!salud,!lo!que!conduce!a!un!intestino!sano!(Gibson!et(al.,(2004]!Van!

den!Abbeele!et(al.,(2013).!

Diversos!estudios!han!demostrado!que!la!modulación!de!la!microbiota!se!

ve! favorecida! por! probióticos! y! prebióticos,! aunque! existen! otros! agentes! que!

también!pueden!ser!benéficos!(Keku!et(al.,!2014).!!

!

II.4.4.1!Actividad!enzimática!!

!

Algunas!maneras!en!que! la!microbiota! intestinal!podrían!desempeñar!un!

papel!significativo!son:!podría!convertir!componentes!de!la!dieta!en!cocarcinógenos!

o!carcinógenos! (o!ambos),! !podría!metabolizar! las!secreciones!endógenas,!ellos!

mismos!controlados!por!la!dieta,!en!diferentes!compuestos!y!podría!producir!toxinas!

cancerígenas!a!partir!de!precursores!adecuados.!Estas!reacciones!son!catalizadas!

por!enzimas!bacterianas,!la!medición!apropiada!de!las!enzimas!bacterianas!en!el!

intestino!da!una!indicación!de!la!capacidad!de!la!microbiota!en!relación!con!estas!

transformaciones!(Nalini!et(al.,(1998).!

Se!ha!sugerido!que!algunos!componentes!de!la!dieta!pueden!causar!una!

alta!excreción!de!ácidos!biliares!y!el!colesterol,!que!se!convierten!por!las!bacterias!

del!colon!a!los!ácidos!biliares!secundarios!y!esteroles!neutros.!Estos!compuestos!

pueden!ser!metabolizados!por! la!microbiota!!para!producir!agentes!carcinógenos!

(Hill,!1975]!Reddy!et(al.,!1974).!Una!correlación!positiva!entre!la!ingesta!de!grasa!y!

el!cáncer!de!colon!se!ha!demostrado!en!estudios!experimentales!(Kesteloot!et(al.,(

1991).!

Dos!importantes!actividades!de!la!microbiota!del!colon!son!mucinasa!y!βY

glucuronidasa.! Las! mucinasa! son! el! sistema! de! enzima! responsable! de! la!

degradación!de!las!mucinas!de!protección!en!el!colon.!βYglucuronidasa!es!de!interés!

ya! que! es! la! enzima! que! hidroliza! glucurónidos! biliares! cuando! llegan! al! colon.!

Muchos!de!los!glucurónidos!son!productos!de!desintoxicación!conjuga!en!el!hígado!

y! su! hidrólisis! puede! liberar! toxinas! libres,! que! pueden! luego! actuar! sobre! los!

colonocitos!o!pueden!ser!absorbidas!por!el!intestino!(Goldin!et(al.,(1978]!Reddy!et(

al.,(1977).!Cuando!el!carcinógeno!conjugado!alcanza!el!colon,!puede!ser!hidrolizado!
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y!la!mucosa!del!colon!queda!expuesta!a!agentes!carcinógenos!libres.!Si!la!hidrólisis!

βYglucurónido!es!un!paso!limitante!en!este!proceso,!la!actividad!de!glucuronidasa!

microbiana!en!el!colon!puede!influir!en!el!riesgo!de!carcinogénesis!colónica!(Nalini!

et(al.,(1998).!

En! la! actualidad,! existen! diversas! investigaciones! sobre! el! papel! de! dos!

enzimas! fecales,! que!pueden! iniciar! la! creación!de!cambios!desfavorables!en!el!

colon:! βYglucuronidasa! y! βYglucosidasa.! Muchos! estudios! han! demostrado! una!

correlación! entre! el! aumento! de! los! niveles! de! enzimas! y! el! aumento! de! la!

producción!de!metabolitos!dañinos,! así! como! la! intensificación!de! la! inflamación!

(Beaud!et(al.,!2005]!De!Moreno!de!LeBlanc!y!Perdigón,!2005]!Hughes!y!Rowland,!

2000)!

Otra!de!las!enzimas!de!gran!interés,!es!la!triptofanasa,!la!cual!esta!asociada!

con!la!formación!de!indol,!este!se!genera!por!la!enzima!citoplasmática,!triptofanasa,!

que!hidroliza!triptófano!para!crear!indol,!piruvato!y!amoniaco!(Newton!et(al.,(1965),!

una!reacción!que!se!produce!exclusivamente!en!bacterias!(Lee!y!Lee,!2010).!indol!

y!otros!metabolitos!de!triptófano!derivado!del!balance!de!la!inflamación!en!el!tracto!

intestinal!de!los!mamíferos!afectan!fuertemente!la!!fisiología!de!bacterias!y!animales!

(Wikoff!et(al.,!2009).!

La!ureasa!es!otra!de!las!enzimas!de!gran!relevancia,!esta!realiza!la!hidrólisis!

de!la!urea.!En!los!seres!humanos,!la!urea!es!un!factor!de!funciones!normales!de!los!

riñones!(Sirko!y!Brodzik,!2000).!Ureasa!y!amoníaco,!generado!durante!la!hidrólisis!

de!la!urea,!pueden!ser!tóxicos!para!los!tejidos!humanos!(Follmer,!2010)!y!han!sido!

asociadas!en!las!enfermedades!de!larga!duración,!como!la!aterosclerosis!o!la!artritis!

reumatoide!(Arabski(et(al.,!2010),!entre!algunas!otras.!

!
II.4.5!Métodos!para!determinar!modulación!de!la!microbiota!!

!
Las!nuevas!técnicas!de!biología!molecular!(sondas!de!ácido!ribonucleico,!

hibridación!in(situ,!citometría!de!flujo!o!reacción!en!cadena!de!la!polimerasa!(PCR))!

son!herramientas!fiables!para!la!identificación!y!la!cuantificación!de!especies!de!la!!

microbiota,!lo!que!contribuye!a!conocer!con!mayor!profundidad!las!características!
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individuales!de!la!misma!y!su!modificación!por!factores!externos!(Moreno!Villares,!

2006).!!

Los! avances! en! las! técnicas! moleculares! han! mejorado! nuestra!

comprensión! de! la!microbiota! intestinal.! Bibliotecas! comprendidas! por! clones! de!

genes! de! 16S! rRNA! derivados! de! biopsias,! contenido! luminal! y! heces! han!

demostrado!que! la!microbiota! intestinal! de! ratón! y! los!humanos! se! compone!de!

cientos!de!diferentes!especies!filogenéticas!que!se!pueden!clasificar!en!los!cuatro!

filos! mencionados! anteriormente:! Firmicutes,! Bacteroidetes,! proteobacterias! y!

Actinobacteria,! comprendiendo! 98!%! de! la!microbiota! intestinal! (Bäckhed! et( al.,!

2005]!Eckburg!et(al.,!2005]!Gill!et(al.,!2006]!Ley!et(al.,!2005)!

Para! determinar! las! concentraciones! de! ADN!microbiano! a! partir! de! las!

muestras,!se!ha!desarrollado!el!ensayo!de!qPCR!basado!en!la!amplificación!de!la!

subunidad! beta! de! ARN! polimerasa! (rpoB),! un! gen! altamente! conservado! en!

bacterias! (Case!et(al.,! 2007]!Dahllöf!et(al.,(2000).!El!ADN!genómico!extraído!se!

utiliza!como!molde!para!la!amplificación!por!PCR!y!cuantificación!(ng!de!DNA!/!ml)!

de!bacterias! totales!(gen!rpoB)!utilizando! la! tecnología!de!SYBR!Green!PCR.!La!

densidad!de!los!grupos!de!bacterias!seleccionadas!dentro!de!las!regiones!interfold!

y!digesta!se!determinan!mediante!ensayos!de!qPCR!utilizando!primers!específicos!

de!grupo!previamente!validados!(Rinttilä(et(al.,!2004).!

PCR!es!una!técnica,!donde!dos!oligonucleotidos!son!sintetizados,!cada!uno!

como!secuencia!complementaria!de!una!hebra!opuesta!(secuencia!de!un!segmento!

en!cada!una!de!las!hebras)!del!ADN!blanco!en!posiciones!que!estén!mas!allá!de!

aquellas! donde! termina!el! segmento! a! ser! amplificado.!Muchos!estudios! utilizan!

métodos!de!cultivoYindependiente!(por!ejemplo,!técnica!PCR)!para!documentar!la!

densidad!microbiana!y!la!composición!en!diferentes!regiones!a!lo!largo!del!intestino.!

Estos!análisis!exhaustivos!de!la!población!microbiana!muestran!alteraciones!en!la!

diversidad! y! en! la! densidad!de! los!genes!bacteriales!16S! rRNA!en! íleon,! ciego,!

proximal,!colon!distal!y!las!heces!de!humanos!y!ratones!sanos!(Eckburg!et(al.,!2005]!

Ley!et(al.,!2006).!!!

La! hibridación! in( situ( es! una! técnica! que! detecta! secuencias! de! ácidos!

nucleicos!en!células,!cromosomas!o!tejidos!preservados.!!Esta!técnica!tiene!como!
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fundamento!la!complementariedad!de!los!ácidos!nucleicos,!la!cual!puede!ser!DNA!

y/o!RNA,!a! través!de!puentes!de!hidrógeno! formados!entre! las!bases:!adenina–

timina!(DNA)!o!uracilo!(RNA)!y!citosinaYguanina!(DNA!y!RNA).!Este!apareamiento!

da!lugar!a!una!doble!cadena!en!la!cual!una!cadena,!tiene!la!orientación!opuesta!a!

la!otra!con!respecto!al!esqueleto!azúcarYfosfato!(Ramos,!2010).!!!

RISA!(análisis!del!espacio!intergénico!ribosomal),!conocida!como!la!huella!

dactilar!de!las!comunidades!bacterianas,!sirve!para!la!estimación!rápida!de!éstas.!

Este!método!!se!basa!en!la!amplificación!del!espacio!intergénico!de!la!subunidad!

pequeña!16s!rRNA!y!la!subunidad!larga!23s!rRNA!en!el!operon!rRNA!ribosomal!por!

medio!de!un!primer.!Esta!técnica!ha!sido!utilizada!con!frecuencia!para!el!estudio!de!

una!gran!variedad!de!hábitats,!incluyendo!el!suelo,!el!medio!acuático!y!el!intestino!

humano!(Danovaro!et(al.,!2006]!Lejon!et(al.,!2005]!Sepehri!et(al.,!2007).!Por!lo!que!

RISA!se!ha!convertido!en!una!herramienta!utili!para!comparar! la!estructura!de!la!

comunidad!a!través!de!multiples!muestras!en!base!a!patrones!de!perfil!(Kovacs!et(

al.,!2010).!!

!
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III.!JUSTIFICACIÓN!
!

Hoy! en! día,! existe! una! gran! presión! política! y! social! para! reducir! la!

contaminación! procedente! de! las! actividades! industriales.! Casi! todos! los! países!

desarrollados! y! subdesarrollados! están! tratando! de! adaptarse! a! esta! realidad!

mediante! la! modificación! de! sus! procesos! para! que! sus! residuos! puedan! ser!

reciclados.!En!consecuencia,!la!mayoría!de!las!grandes!empresas!ya!no!consideran!

residuos!como!residuos,!sino!como!una!materia!prima!para!otros!procesos.!

Debido!a!la!presencia!de!material!orgánico,!cafeína!y!polifenoles!presentes!

en!! los!subproductos!del!café,!!y!a! las!grandes!cantidades!que!se!generan!de!la!

industria!del!café,!estos!se!han!convertido!en!un!problema!de!contaminación.!El!

café!usado!(CU)!se!ha!convertido!en!un!tema!de!investigación,!en!la!búsqueda!de!

formas!alternativas!para!reducir!este!problema!y!crear!un!beneficio!tanto!económico,!

como!ambiental,!así!como!funcional!en!el!cuerpo!humano,!así!como!darle!un!valor!

agregado!a!este!subproducto.!!!

Por!lo!tanto,!tomando!en!cuenta!los!componentes!bioactivos!presentes!en!

el!CU,!como!el!acido!clorogénico,!fibra!dietaria!antioxidante!y!melanoidinas,!entre!

otros,!existe!la!posibilidad!de!que!estos!tengan!efecto!sobre!la!microbiota!colónica,!

ya!que!a!través!de!la!fermentación!colónica!se!producen!metabolitos!de!importancia!

metabólica!de!entre!los!que!destacan!los!ácidos!grasos!de!cadena!corta!(AGCC)!y!

ácidos!fenólicos!con!efectos!potenciales!para!la!salud.!Estos!beneficios!muestran!

nuevas!propuestas!en! la!actividad!prebiótica!o!como!un!portador!de!compuestos!

antioxidantes,!es!por!esto!que!los!metabolitos!derivados!de!la!fermentación!colónica!

se!han!convertido!en!un! reto!en! la!ciencia!nutricional.!Para!esto,!se!ha!utilizado!

muestras! de! heces,! como! una! aproximación! para! evaluar! la! producción! de!

metabolitos!del!colon!y!con!ayuda!de!un!modelo!rRNA!16S!es!posible! identificar!

perfiles!bacterianos!implicados!en!la!fermentación.!La!información!sobre!el!potencial!

funcional!del!CU!durante!su!paso!por!el!tracto!gastrointestinal,!incluyendo!el!colon,!

resulta!de!vital!importancia!para!su!explotación!como!agente!bioactivo!proveniente!

de!un!subproducto!de!la!industria!cafetalera.!Por!lo!que!el!objetivo!de!este!trabajo!

fue! determinar! la! bioaccesibilidad,! permeabilidad! y! efecto! sobre! la! microbiota!

intestinal!in(vitro(de!compuestos!nutracéuticos!del!café!(Coffea(arabica!L.)!usado.!!!!
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IV.!OBJETIVOS!

IV.1!Objetivo!general!!

!
Determinar!la!bioaccesibilidad,!permeabilidad!y!efecto!sobre!la!microbiota!

intestinal!in(vitro!de!compuestos!nutracéuticos!del!café!(Coffea(Arabica!L.)!usado.!

!!

IV.2!Objetivos!particulares!!

!
1.! Evaluar!la!bioaccesibilidad!de!compuestos!nutracéuticos!de!café!usado,!con!

dos!grados!de!tostado,!mediante!un!modelo!de!digestión!gastrointestinal!in(

vitro.!!

2.! Determinar! la! permeabilidad! y! capacidad! antioxidante! de! la! fracción!

bioaccesible!del!café!usado,!con!dos!grados!de!tostado.!!

3.! Caracterizar! parcialmente! la! fracción! bioaccesible! y! los! productos! de! la!

fermentación!colónica!del!café!usado,!con!dos!grados!de!tostado.!!

4.! Evaluar! el! efecto! sobre! la! microbiota! colónica! in( vitro! de! la! fracción! no!

digerible!del!café!usado.!!

!

!

!
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V.!MATERIALES!Y!MÉTODOS!
!
V.1.!MATERIALES!!

V.1.1!Materia!Prima!!

!

Se!utilizaron!granos!de!café! tostados!y!molidos!de! la!marca!“Tuytz”!café!

ecogurmet,! el! cual! fue! cultivado! sin! usar! agroquímicos,! ofreciéndole! un! sabor! y!

aroma!característicos,!procedentes!de!Chiapas,!México!(2015).!!

Se! trabajó! con!2!diferentes!grados!de! tostado!de! la! variedad!arabica,!el!

americano,!que!corresponde!a!un!tostado!medio!(TM),!y!el!francés,!que!corresponde!

al!un!tostado!oscuro!(TO),!ambos!pertenecientes!a!la!zona!de!Chiapas,!México.!!El!

café!se!mantuvo!en!refrigeración!y!protegido!de!la!luz!hasta!su!uso.!

Para!la!obtención!de!café!usado!(CU),!se!tomaron!7!gramos!del!café!por!

cada!100!mL!de!agua]!se!preparó!la!bebida!de!café!en!una!cafetera!convencional,!

obteniendo!el!residuo!en!el!filtro!de!la!cafetera.!Después!se!seco!el!café!utilizando!

en!un!horno!a!60!ºC!por!24!horas.!Este!procedimiento!se!siguió!para!ambos!grados!

de!tostado.!!

Posteriormente!la!muestra!se!molió!utilizado!un!molino,!y!se!pasó!por!una!

malla!No!60,!para!homogenizar!el!tamaño!de!la!partícula.!Finalmente!se!almacenó!

el!café!en!refrigeración!hasta!su!posterior!uso,!protegiéndolo!de!la!luz.!!

!

V.1.2!Reactivos!y!animales!!

Los!diversos!reactivos!y!solventes!que!se!emplearon!en!los!ensayos!para!la!

determinación! de! la! composición! química,! compuestos! fenólicos,! capacidad!

antioxidante!así!como!digestión!gastrointestinal,!fueron!adquiridos!de!las!marcas!J.!

T.!Baker!y!Sigma!Aldrich.!!

Se!emplearon!4!ratas!macho!SpragueYDawley!(UNAM,!Campus!Juriquilla)!de!entre!

250!–!300!g!de!peso,!las!cuales!fueron!sometidas!a!un!ayuno!de!16!h!con!agua!ad(

libitum,!con!el!fin!de!obtener!el! intestino!delgado!para!llevar!a!cabo!la!técnica!de!

saco!intestinal!invertido.!!
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V.2.!MÉTODOS!!!

!
V.2.1!Composición!Proximal!!

!
Se!determinó!la!composición!proximal!tanto!del!café!molido!y!tostado,!como!

del!café!usado!para!ambos!grados!de!tostado,!americano!y!francés,!siguiendo!la!

metodología! descrita! en! la! AOAC! (2002).! El! contenido! de! carbohidratos! (%)! se!

obtuvo!por!diferencia!de!los!componentes.!

!

V.2.1.1!Determinación!de!cenizas!

!
El! contenido!de!cenizas! se!determinó!de!acuerdo!con!el!método!945.46!

descrito! en! la! ! AOAC! (2002).! Primero! se! colocó! a! peso! constante! los! crisoles!

necesarios!en!la!estufa!a!80!ºC!por!12!horas!o!en!la!mufla!a!550!ºC!por!2!horas.!

Transcurrido!el!tiempo!se!sacaron!y!se!dejaron!en!el!desecador!durante!40!minutos,!

para!atemperarse.!Se!pesaron!cada!uno!de! los!crisoles! registrando!su!peso.!Se!

pesó!entre!2Y4!g!de!muestra!en!los!crisoles!a!peso!constante,!registrando!su!peso!

exacto.!!Se!calcinó!en!la!mufla!a!550!ºC!durante!5Y6!h!hasta!obtener!las!cenizas!

blancas.! Se! dejó! enfriar! los! crisoles! en! el! desecador! durante! 40! minutos,! para!

finalmente!se!registró!el!peso.!Para!los!cálculos!se!utilizó!la!siguiente!formula:!!!

!

%!cenizas!=![(W1!+!M1)!–!(M2!–!W1)]!*!100!

donde:!

W1!=!peso!constante!del!crisol!

M1!=!peso!muestra!

M2!=!peso!crisol!+!cenizas!

!
V.2.1.2!Determinación!de!humedad!!

!
El!contenido!de!humedad!se!determinó!de!acuerdo!con!el!método!925.23!

descrito!en! la!AOAC! (2002).!Primero!se!colocaron!a!peso!constante! los!crisoles!

necesarios! en! la! estufa! a! 80! ºC! durante! 12! horas! o! por! 3! horas! a! 105! ºC.!

Transcurrido!el!tiempo!se!sacaron!y!se!dejaron!en!el!desecador!durante!40!minutos!
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para!atemperar.!Se!pesó!cada!uno!de!los!crisoles!registrando!su!peso.!Se!pesaron!

3!g!de!muestra!en! los!crisoles!a!peso!constante,!registrando!su!peso!exacto.!Se!

colocó!el!crisol!con!la!muestra!en!la!estufa!a!130!ºC!durante!3!horas.!Se!dejó!enfriar!

los!crisoles!en!el!desecador!durante!40!minutos,!para!finalmente!registrar!el!peso.!

Para!los!cálculos!se!utilizó!la!siguiente!formula:!!!

!

%!humedad!y!materia!volátil!=!(W1!–!W2)*!100!/!W!muestra!!!

donde:!

W1!=!peso!inicial!de!la!cápsula!+!peso!de!la!muestra!

W2!=!peso!final!de!la!cápsula!+!muestra.!

!
V.2.1.3!Determinación!de!lípidos!!

!
Los!lípidos!se!determinaron!de!acuerdo!con!el!método!920.39!descrito!en!

la!AOAC!(2002).!Primero,!los!matraces!se!colocaron!a!peso!constante!en!la!estufa!

a!80!ºC!durante!12!horas.!En!un!cartucho!de!celulosa!se!colocó!un!papel!filtro!del!

No.!1!con!5!g!de!muestra,!registrando!el!peso!exacto,!se!cubrió!con!algodón!los!

cartuchos!y!se!colocarán!en!el!compartimento!de!extracción!de!Soxhlet,!donde!el!

matraz,!contenía!2/3!partes!de!su!volumen!de!éter!de!petróleo.!Posteriormente!se!

calentó,!manteniendo!10!reflujos/hora!durante!4Y5!horas.!Transcurrido!el!tiempo!de!

extracción!se!recuperó!el!solvente!y!se!seco!el!extracto!en!estufa,!con!la!finalidad!

de!retirar!la!humedad.!Se!enfrió!en!el!desecador!por!40!min.!Finalmente!se!peso!el!

matraz!y!se!realizó!el!cálculo!con!la!siguiente!fórmula:!!

!

%!grasa!=!(Pf!–!Po)!/!M!*100!

!

donde:!

Pf!=!peso!final!del!matraz!

Po!=!peso!inicial!del!matraz!!

M!=!peso!de!la!muestra!

!

!
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V.2.1.4!Determinación!de!proteína!

!

La!proteína!se!determinó!de!acuerdo!con!el!método!920.15!descrito!en!la!

AOAC! (2002).! Para! la! digestión! se! colocaron! en! los!matraces! de! digestión! tipo!

Kjedhal,!un!gramo!de!muestra!desgrasada,!3.5!g!de!sulfato!de!sodio!(NA2SO4),!0.4!

g!de!sulfato!de!cobre!(CuSO4)!y!se!adicionó!15!mL!de!ácido!sulfúrico!(H2SO4).!Los!

tubos!se!colocaron!en!la!plancha!del!digestor!durante!3!horas!o!hasta!el!cambio!de!

color! de! la!muestra! a! verde! claro.!Se! dejó! enfriar! y! se! añadió! 100!mL!de! agua!

destilada.!

Para!la!destilación!se!agregaron!a!los!tubos!50!mL!de!NaOH!al!40!%.!Se!

recibió!el! destilado!en!un!matraz! con!25!mL!de!ácido!bórico! y! se!empleo! como!

indicador! rojo!de!metilo.!Una!vez!obtenido!el!volumen!se! titulo!con!NaOH!0.2!N!

previamente!valorado.!Finalmente!se!registraron!los!mililitros!gastados!de!NaOH!0.2!

N!y!se!sustituyó!en!la!siguiente!fórmula:!

!

!

%N=![V!H2SO4)!(N)!Y!(V!NaOH)!(N)!(0.014)!(100)!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!Peso!muestra!

%P=!(%N)!(Factor)!!

*El!factor!utilizado!fue!6.25!

!

V.2.2.!Composición!nutracéutica!

La! composición! nutracéutica! incluye! la! cuantificación! de! la! actividad!

antioxidante!por! los!métodos!de!ABTS,!DPPH]!además!de! la! fibra!dietaria! total,!

soluble!e!insoluble.!El!análisis!de!la!actividad!antioxidante!se!realizó!en!el!GC!y!CU!

y!en!los!productos!de!la!digestión!gastrointestinal! in(vitro!y!fermentación!colónica!

del!CU.!

V.2.2.1!Determinación!de!fibra!!

V.2.2.1.1!Fibra!insoluble!!

!



! 64!

La!fibra!insoluble!se!determinó!de!acuerdo!con!lo!sugerido!por!Shiga!et(al.,!

(2003).!Se!pesó!un!gramo!de!muestra!pulverizada!y!desgrasada]!posteriormente!se!

adicionó!50!mL!de!buffer!de!fosfato!0.08!mM!a!pH!6,!así!como100!μL!de!αYamilasa,!

protegiendo!el!matraz!de!la!luz.!La!muestra!se!incubó!en!baño!maría!a!95!ºC!por!30!

minutos,! agitando! cada! 5! min.! Al! finalizar,! se! ajustó! a! pH! 7.5! con! la! muestra!

atemperada.!Se!adicionó!100!μL!de!proteasa!(5!mg/mL)!y!se!incubó!en!baño!María!

a! 60! °C! por! 30! min! con! agitación! continua,! se! ajustó! pH! a! 4! con! la! muestra!

atemperada.!!Más!tarde!!se!adicionó!300!μL!de!amiloglucosidasa!y!se!incubó!por!

30!min!a!60!°C!con!agitación!continua.!Se!enfrió!a!temperatura!ambiente!y!se!filtró!

en!papel!Whatman!no.4!!previamente!pesado.!Se!realizaron!2!lavados!con!15!mL!

de!agua!destilada!a!60!ºC,!2!lavados!con!15!mL!de!etanol!al!80!%.!Se!llevó!a!peso!

constante!el!filtro!a!60!°C!por!24!horas,!finalmente!se!registraon!los!peso.!El!cálculo!

se!realizó!en!base!seca!y!de!acuerdo!al!porcentaje!de!hidratos!de!carbono!de!la!

muestra.!!

!

Cálculo!de!fracción!insoluble!(%)!=!(papel!con!muestraY!papel!solo)!*100!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!W!muestra!

V.2.2.1.2!Fibra!soluble!!

!
De!la!prueba!anterior,!se!adicionó!al!líquido!de!filtración!recuperado!de!la!

fibra! insoluble!el!mismo!volumen!de!etanol! al! 80!%!dejando! reposar!durante!12!

horas.!Se!filtró!al!vacío!en!papel!Whatman!No.!42!previamente!pesado,!se!realizaron!

2!lavados!con!15!mL!de!etanol!al!80!%!y!2!con!15!mL!de!acetona.!Se!dejó!secar!el!

papel!filtro!por!24!horas!a!60!°C.!Se!registró!el!peso.!Para!los!cálculos!se!utilizó!la!

siguiente!formula:!!

!!

Cálculo!de!fracción!soluble!(%)=!Wpapel!con!la!muestra!Y!Wpapel!solo!*100!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!W!muestra!

!

Fibra!dietaria!total!(FAT)=!Fibra!dietaria!insoluble!+!fibra!dietaria!soluble!

!
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V.2.2.2!Obtención!del!extracto!etanólico!

!
Para! la! obtención! del! extracto! etanólico! se! llevó! acabo! de! acuerdo! a! la!

metodología!de!Pavlović!et(al.,!(2013),!modificada!por!CamposYVega!et(al.,!(2015).!

Un!gramo!de!muestra!se!suspendío!en!9!mL!de!etanol!al!20!%,!después!se!calentó!

en!el!horno!de!microondas!casero!(LG!MSY1145KYL)!en!dos!ocasiones,!una!durante!

20!s!con!una!potencia!de!80!watts,!se!dejó!enfriar!la!muestra!y!se!volvió!a!someter!

a!una!segunda!extracción!con!las!mismas!condiciones!anteriores.!Se!continuó!con!

una!centrifugación!a!5000!rpm!por!10!min!a!4!°C,!se!tomó!el!sobrenadante,!el!cual!

se!utilizó!para!las!siguientes!pruebas.!!

!

V.2.2.3!Determinación!de!la!capacidad!antioxidante!!

!
La!capacidad!antioxidante!se!llevó!acabo!a!partir!de!los!extractos!etanólicos!

obtenidos!anteriormente.!!

!

V.2.2.3.1!Capacidad!antioxidante!por!el!método!DPPH!

!
Este! método! utilizó! el! ensayo! de! decoloración! 2,2YdifenilY1Ypicrilhidracilo!

(DPPH*)!por!medio!de!técnica!propuesta!por!(Fukumoto!y!Mazza,!2000),!adaptado!

a!microplaca.!Se!añadieron!20!μL!de!extracto!etanólico!y!200!μL!de!solución!DPPH!

en!una!microplaca!de!96!pozos.!Se!preparó!un!control!de!20!μL!de!metanol!y!200!

μL!de!DPPH.!!

Se!preparon!muestras!por!triplicado!las!cuales!se!leyeron!cada!10!minutos!

durante! 90! minutos! a! una! longitud! de! onda! de! 520! nm! utilizando! un!

espectofotometro! (Thermo! Scientific,!Multiskan
TM
!GO).! Es! importante!mencionar!

que! las! placas! se!mantuvieron!a! oscuridad! y! a! temperatura! ambiente! entre! una!

lectura!y!otra.!!

También! se! elaboró! una! curva! de! calibración! de! trolox! (0Y800! μM).! Los!

resultados! se! expresaron! como! capacidad! antioxidante! equivalentes! de! trolox!

(TEAC)!en!μmol!equivalentes!de!trolox!/g!de!muestra.!

!
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V.2.2.3.2!!Capacidad!antioxidante!por!el!método!ABTS!

!
La!determinación!por!el!método!ABTS!2,2Y!azinobis(3Y!etilbenzotiazolinaY6Y

ácido! sufónico)! se! llevó!a! cabo!mediante! la! técnica!descrita!por! (Nenadis!et(al.,!

2004),! en! microplaca.! Se! prepararó! una! solución! acuosa! 7mM! de! ABTS! y! una!

solución! de! K2S2O8! 140mM,! se! mezclaron! 5! mL! y! 88! μL! respectivamente.! Es!

importante!tomar!en!cuenta!que!tarda!12!horas!en!generar!el!radical!y!que!debe!de!

protegerse!de!la!luz.!!Pasado!el!tiempo,!se!realizó!una!dilución,!mezclando!500μL!

de!la!solución!y!se!le!agregarán!de!20Y25!mL!de!etanol.!La!solución!se!leerá!a!una!

longitud!de!onda!de!734!nm,!esperando!valores!entre!0.7!y!1!de!absorbancia.!Se!

adicionó!a!una!microplaca!de!96!pozos,!20!μL!del!extracto!etanólico!y!un!control!

con! solo! 20!μL!metanol! para!más! tarde!agregar! 230!μL!de!ABTS!a! cada!pozo,!

realizando!la!muestra!por!triplicado.!La!lectura!de!la!placa!se!realizó!utilizando!un!

espectofotometro! (Thermo! Scientific,! Multiskan
TM
!GO),!manteniendo! la! placa! en!

oscuridad!y!a!temperatura!ambiente.!!Los!valores!se!compararon!con!una!curva!de!

calibración!de!trolox!y!los!resultados!de!capacidad!antioxidante!se!expresaron!como!

μmol!equivalentes!de!trolox/g!de!muestra.!

!

V.2.3!Extracción!de!oligosacáridos!!!

!

La!extracción!de!oligosacáridos!se!realizó!a!partir!del!grano!y!el!café!usado,!

mediante!la!técnica!descrita!por!DíazYBatalla,!et(al.,!(2006).!Se!diluyeron!0.5!g!de!

muestra,!ambas!variedades!de!café,!en!10!ml!de!agua!destilada!en!un!matraz,!y!

luego! se! colocaron! en! un! baño! de! agua! a! 80! °C! durante! 1! h.! Los! extractos! se!

centrifugaron!y!se!filtraron!a!través!de!un!fitro!de!45!mm!(PTFE!Filtro!Eco,!Agilent!

Technologies,!Santa!Clara,!CA,!EE.UU.).!El!filtrado!se!almacenó!protegiéndolo!de!

la!luz!hasta!su!análisis.!!

V.2.3.1!Cuantificación!mediante!cromatografía!de!líquidos!de!alta!resolución!!

!

Los!oligosacáridos!se!cuantificarán!a!partir!del!grano,!el!CU!y!cada!uno!de!

los!extractos!obtenidos!en!las!diferentes!etapas!de!la!digestión.!La!muestra!(20!µL)!

se!inyectó!en!un!equipo!Agilente!modelo!HPY1100!(Agilent,!USA)!equipado!con!un!
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detector!de!índice!de!refracción!(DIR,!61362A),!una!precolumna!Zorbax!NH2!(4.6!x!

12.6! mm,! 5µm)! y! una! columna! Zorbax! (250mm! x! 4.6! mm).! Una! mezcla!

agua/acetronitilo! (65:35)! se!usó!como! fase!móvil! a!1mL/min.!La! temperatura!del!

detector!y!de!la!columna!se!mantuvieron!a!35!°C.!

El!área!bajo!la!curva!de!los!picos!de!retención!obtenidos!se!interpolaron!en!

una!curva!de!calibración!externa,!donde!se!utilizaron!estándares!comerciales!de!

rafinosa,!estaquiosa!y!verbascosa.!Los! resultados! fueron!expresados!en!mg!por!

gramo!de!muestra!liofilizada.!

!
V.2.4!Cuantificación!de!melanoidinas!!

!
Para!la!obtención!del!estándar!de!melanoidinas!se!siguió!el!protocolo!“Cost!

Action!919!Preparation!of!Standar!Melanoidins”,!para!el!modelo!glucosaYglicina,!tal!

y!como!mencionan!Borrelli!et(al.!(2002a)!y!Wagner!et(al.!(2002),!con!adaptaciones.!

Las!melanoidinas!se!sintetizaron!en!el! laboratorio!por!calentamiento!de!0.5!M!de!

glucosa!con!0.5!M!de!glicina!a!90!°C!y!pH!5.5!durante!6!h.!Se!congeló!la!solución!a!

Y70!ºC!y!se!liofilizó.!Más!tarde!se!agregó!nitrógeno!líquido!con!la!finalidad!de!obtener!

un! polvo! y! poder! preparar! la! curva! estándar.! La! absorción! máxima! de! las!

melanoidinas! fue! medido! a! 405! nm! utilizando! un! espectofotometro! (Thermo!

Scientific,!Multiskan
TM
!GO).!

Se!continuó!con!100!mg!de!muestra!desgrasada!de!CU,!ambos!grados!de!

tostado,! la! cual! fue! extraída! en! 5! ml! de! agua! caliente! (50Y60! ºC),! se! agitó!

vigorosamente!a!temperatura!ambiente!durante!20!min,!y!se!centrifugó!a!5000!rpm!

durante!10!min!a!4!ºC.!El!proceso!se!repetió!dos!veces.!!!

Los!extractos!se!sometieron!a!ultrafiltración!usando!un!Microcon!YMY10!con!

celulosa!a!10KDa! (Milliporee,!Bedford)!a!12000! rpm!durante!10!min.!La! fracción!

retenida!contendrá!la!porción!de!alto!peso!molecular,!las!cuales!fueron!recuperadas!

por! la! inversión! del! Microcon! y! fue! centrifugado! a! 1000! rpm! durante! 10! min.!

Finalmente,!los!materiales!retenidos!se!disolvieron!en!0.45!ml!de!agua!destilada!y!

se!midió!su!absorbancia!a!405!nm!utilizado!un!espectrofotómetro!como!lo!describe!

Silván! et( al.,! (2010).! La! absorbancia! debe! estar! entre! 0.1! y! 0.8! unidades! de!

absorbancia.! Las! melanoidinas! del! café! fueron! cuantificadas! empleando! un!
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estándar! extremo! dentro! de! un! rango! de! 0.1! –! 1! mg/mL! con! la! referencia! de!

melanoidinas!de!café.!Las!muestras!con!niveles! fuera!de! la!curva!de!calibración!

deben!ser!diluidas!1:10.!El!contenido!de!melanoidinas!fue!expresado!como!mg/100g!

de!materia!seca!soluble.!

!

V.2.5!Digestión!gastrointestinal!!

!
La!digestión!gastrointestinal!consiste!en!una!simulación!in(vitro!del!proceso!

digestivo,!desde!la!boca!hasta!la!fermentación!en!el!colon,!utilizando!las!muestras!

de!CU!con!diferentes!grados!de!tostado.!!

Los!métodos!de!Grandfeldt!et(al.!(1992),!Patil!et(al.!(2010),!Stein!et(al.!(2011)!

y!Ma!et(al.!(2012)!serán!seguidos,!con!las!modificaciones!y!adaptaciones!sugeridas!

por!CamposYVega!et(al.!(2015)!para!imitar!las!condiciones!fisiológicas!!

Se!incluyó!la!participación!de!sujetos!sanos!y!se!emplearon!intestinos!de!

rata,!por!lo!que!el!protocolo!fue!sometido!y!aprobado!al!Comité!de!Bioética!de!la!

UAQ!y,!los!participantes!firmaron!voluntariamente!un!consentimiento!informado.!!

!

V.2.5.1!Simulación!de!las!condiciones!de!la!boca!

!

Primero,!se!contó!con!la!participación!de!4!individuos!voluntarios!sanos,!a!

quienes!se!les!explicó!detalladamente!el!procedimiento!a!seguir!y!se!les!pidió!que!

firmaran!un!consentimiento!informado.!Los!sujetos!consumieron!su!último!alimento!

al!menos!90!min!antes!del!ensayo.!Estos!se!enjuagaron!la!boca!antes!de!iniciar!la!

masticación!de!la!muestra.!!

Los!voluntarios!masticaron!1!gramo!de!la!muestra,!el!café!usado,!durante!

15!veces!por!15!segundos,!vaciando!el!contenido!en!un!vaso!que!contenía!5!mL!de!

agua! destilada.! Inmediatamente! los! voluntarios! se! enjuagaron! la! boca! por! 60!

segundos!utilizando!5!mL!de!agua!destilada!para!después!depositarla!en!el!mismo!

vaso.!Posteriormente!se!mezclaron!las!suspensiones!de!cada!muestra!en!un!solo!

vaso.!Es!necesario!preparar!un!blanco,!el!cual!contenía!agua!destilada!en!lugar!de!

la!muestra!para!el!cual!se!realizó!el!mismo!procedimiento.!!
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!

V.2.5.2!Simulación!de!las!condiciones!del!estómago!!

!
En!esta!sección!10!ml!de!la!suspensión!anterior!se!le!añadió!una!solución!

HCl!2N!con!el!objetivo!de!bajar!el!pH!a!2.0.!Además,!se!le!añadió!0.055!g!pepsina,!

la!cual!se!disolvió!en!0.94!ml!de!HCl!20mM.!Finalmente,!las!muestras!se!incubaron!

durante!2!horas!a!37!°C.!!

!

V.2.5.3!Simulación!de!las!condiciones!del!intestino!delgado!

!
Un!extracto!intestinal!se!prepara!por!disolución!de!3!mg!de!hiel!de!Buey!con!

2.6!mg!de!pancreatina,!los!cuales!fueron!disueltos!en!5!ml!de!solución!tampón!de!

KrebsYRinger!(la!cual!contiene!118!mM!NaCl,!4.7!mM!KCl,!1.2!mM!MgSO4,!1.2!mM!

KH2PO4,!25!mM!NaHCO3,!11!mM!glucosa!y!2.5!mM!CaCl2!con!un!pH!6.8).!Esta!

solución!(5!mL)!se!añadió!a!cada!muestra!y!al!blanco]!la!suspensión!(15!mL)!fue!

transferida!a!un!recipiente!que!contenía!un!saco!intestinal!invertido.!

!

V.2.5.3.1!Técnica!del!saco!intestinal!invertido!

!!
Para! esta! técnica! es! necesario! un! buen! manejo! antes! y! después! del!

sacrificio,!de!los!animales.!!

!
V.2.5.3.1.1!Manejo!de!los!animales!

!
Para!esta!técnica!se!utilizaron!4!ratas!sanas!macho!de!la!cepa!SpragueY

Dawley!(UNAM,!Campus!Juriquilla)!con!un!peso!entre!250!y!300,!a!las!cuales!se!les!

verificó!su!peso,!sexo!y!estado!de!salud]!estas!se!colocaron!en!una!jaula!de!acero!

inoxidable,! permitiendo! la! entra! de! aire! y! luz.! Las! ratas! se! mantuvieron! bajo!

condiciones! controladas! de! humedad! (50! ±! 10!%),! ciclos! día/noche! de! 12/12! h,!

temperatura! adecuada! (23! ±! 2! ºC)! y! con! condiciones! aceptables! de! limpieza! y!

ventilación! constante! (NOMY062Y200Y199).! Las! ratas! fueron! alimentadas! con!

alimento!comercial!Rodent!Lab!Chow!5001!(Nupec,!Querétaro)!y!agua!potable.!El!
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alimento!se!retiraró!16!h!antes!del!sacrifico,!en!donde!solamente!podían!consumir!

agua!ad(libitum.!!

!

V.2.5.3.1.2!Sacrificio!de!los!animales!y!preparación!del!saco!intestinal!invertido!

!
Para!el!sacrificio,!las!ratas!fueron!anestesiadas.!Una!vez!anestesiadas!se!

realizó!una!incisión!abdominal!en!la!línea!media!para!la!obtención!de!un!segmento!

del!intestino!de!alrededor!de!20Y25!cm,!el!cual!fue!segmentado!con!una!longitud!de!

6!cm,!colocándolo!en!una!solución!tampón!de!KrebsYRinger,!gasificado!con!CO2!a!

37!°C.!El!segmento!de! intestino!removido!se! lavó!con! la!misma!solución!tampón!

para!retirar!residuos,!y!posteriormente!se!voltearon!suavemente!ligándolos!por!un!

extremo]!es!recomendable!realizar!este!proceso!en!la!solución!amortiguadora!de!

KrebsYRinger!para!evitar!la!pérdida!de!viabilidad!del!tejido.!!El!intestino!se!llenó!con!

2!mL!de! la!solución!amortiguadora!de!KrebsYRinger,!para!posteriormente! ligar!el!

otro! extremo! del! intestino! ! y! de! esta! forma! obtener! un! saco! el! ! cuál! fue!

inmediatamente! incubado! en! un! baño! conteniendo! los! 15!mL! de! la! suspensión!

anterior! (procedente! de! la! simulación! del! estómago),! a! 37! ºC! por! 2! horas,! en!

agitación!continua!(80!ciclos!por!minuto)!y!en!atmosfera!anaerobia!(CO2).!Más!tarde!

se!sometieron!a!un!periodo!de!incubación,!donde!los!sacos!se!retiraron!para!obtener!

la! muestra! contendida! fuera! del! saco,! a! la! cual! se! de! denominará! fracción! no!

digerible!(FND),!que!fue!sometida!a!fermentación!colónica!in(vitro.!Los!experimentos!

se!realizaron!por!triplicado.((!

!
V.2.5.3.1.3!Manejo!de!los!animales!después!del!sacrificio.!

!
Los!restos!de!los!animales!fueron!almacenados!en!bolsas!y!colocados!en!

un!congelador!(temperatura!máxima!4!°C).!La!bolsa!marcada!se!almacenó!hasta!su!

debido!transporte!e!incineración!(NOMY087Y!ECOLYSSA1Y2002).!

El! material! quirúrgico! que! se! utilizó! se! dejó! remojar! con! cloro! 12! h,!

posteriormente!se!lavó!y!se!esterilizó!para!su!posterior!almacenamiento.!

!
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V.2.5.3.2!Determinación!del!flujo!de!agua!

El!flujo!de!agua,!resultado!de!la!absorción!y!flujo!de!salida!del!agua!en!un!

sistema! de! saco! intestinal! invertido! se! determinó! de! acuerdo! a! lo! descrito! por!

(Fathia,! 2008).! El! registro! del! peso! generado! de! la! técnica! de! saco! intestinal!

invertido!fue!usado!en!la!siguiente!ecuación!para!determinar!el!flujo!de!agua.!Los!

resultados!fueron!expresados!como!g!de!agua!/g!de!intestino!fresco.!

!

Flujo!de!agua!=!(W3!–!W2)!/!W1!

W1!=!peso!del!intestino!invertido!sin!ligar!(g).!

W2!=!peso!del!saco!intestinal!invertido!ligado!antes!de!la!incubación!(g).!

W3!=!peso!del!saco!intestinal!invertido!después!de!la!incubación!(g).!

!
V.2.6!Fermentación!colónica!!!

!
Este!método!de!fermentación!se!llevó!acabo!mediante!la!técnica!descrita!

por!CamposYVega!et(al.!(2009).!Se!utilizó!inoculo!fecal!humano!como!fuente!de!la!

microbiota!representativa!del!colon,!obtenido!de!al!menos!2!individuos!voluntarios!

sanos! en! su! primera! evacuación! del! día,! con! ausencia! de! enfermedades!

gastrointestinales!y!sin!haber!consumido!antibióticos!en!los!3!meses!previos!a! la!

toma! de! muestra.! La! inulina! (100! mg)! se! empleó! como! control! positivo! de!

carbohidrato! fermentable! bajo! las! mismas! condiciones.! Se! prepararon! tubos!

estériles! (15!mL)!con!9!mL!de!medio!de!cultivo!basal!que!contenían! (g/L):!agua!

peptonada!2.0,!extracto!de!levadura!2.0,!cloruro!de!sodio!0.1,!fosfato!dibásico!de!

potasio! 0.04,! fosfato! monobásico! de! potasio! 0.04,! sulfato! de! magnesio!

heptahidratado! 0.01,! cloruro! de! calcio! dihidratado! 0.01,! carbonato! de! sodio! 2.0,!

cisteína!HCl!0.5,!sales!biliares!0.5,!TweenY80!2!mL!y!hematina!0.2!g!(previamente!

diluida! en! 5! mL! de! NaOH).! Los! tubos! se! sellaron! y! se! mantuvieorn! bajo! una!

atmósfera! anaerobia! que! contenía! una! mezcla! de! gases! (H2YCO2YN2:! 10:10:80,!

volumen)!durante!24!h.!El!inóculo!fecal,!3!g!de!materia!fresca,!se!homogenizó!con!

27!mL!de!solución!de!fosfato!de!sodio!1!M!pH!7.0.!Los!tubos!que!contenían!el!medio!

de!cultivo!basal!fueron!inoculados!con!1!mL!de!homogeneizado!fecal!y!se!adicionó!

FND!proveniente!de!muestra!(0.5!g!del!precipitado!sólido!y!0.5!ml!del!sobrenadante!



! 72!

líquido),! del! blanco! (1mL)! e! inulina! (100! mg).! Se! agitaron! los! tubos! con! vortex!

durante!30!s!y!se!incubaran!en!baño!de!agua!a!37!°C.!!El!flujo!de!la!mezcla!de!gases!

se! mantuvo! continuo! hasta! el! término! de! la! fermentación! (24! h).! Durante! la!

fermentación! se! determinó! el! pH! a! las! 0,! 6,! 12! y! 24! h.! Los! productos! de! la!

fermentación!colónica!se!almacenaron!a!–!70!°C!hasta!su!análisis.!

!
V.2.7!Actividad!enzimática!!!

!

La!actividad!de! las!enzimas!βYglucosidasa,!βYglucuronidasa,! triptofanasa!y!

ureasa! de! la! microbiota! intestinal! se! midieron! en! las! muestras! fecales! de! los!

productos!de! la! la! fermentación!colónica!para!ambos!grados!de! tostado!como! lo!

describe!(An!et(al.,!2011).!!!

!

V.2.7.1!Tratamiento!de!las!muestras!fecales!!

!
Los!productos!de!la!la!fermentación!colónica!para!ambos!grados!de!tostado!

(0.1!g)!se!suspendieron!en!0.9!ml!de!buffer!de!fosfatos!0.1!M!(pH!6.8!que!contiene!

0.5!%!de!cisteína).!Los!cuales!fueron!utilizados!para!los!ensayos!de!las!enzimas.!!

!

V.2.7.2!Ensayo!de!actividad!de!la!βYglucosidasa!!

!
La!actividad!βYglucosidasa!se!midió!de!una!mezcla!de!reacción!de!2!ml!que!

contiene:!0.8!ml!de!2!mM!pYnitrofenilYβYDYglucopiranósido!y!0.2!ml!de!muestra!fecal.!

La!reacción!se!incubó!durante!30!min!a!37!°!C!y!luego!se!detuvo!mediante!la!adición!

de!1!ml!de!NaOH!0.5!N.!La!mezcla!de!reacción!se!centrifugó!a!3000!rpm!durante!

10!min.!La!actividad!enzimática!se!midió!mediante!el!control!de!la!absorbancia!a!

405!nm.!

!

V.2.7.3!Ensayo!de!actividad!de!la!βYglucuronidasa!!

!
La!actividad!βYglucuronidasa!se!midió!de!una!mezcla!de!reacción!de!2!ml!que!

contiene:!0.8!ml!de!2!mM!pYnitrofenilYβYDYglucurónido!y!0.2!ml!de!muestra!fecal.!La!
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reacción!se!incubó!durante!30!min!a!37!°!C!y!luego!se!detuvo!mediante!la!adición!

de!1!ml!de!NaOH!0.5!N.!La!mezcla!de!reacción!se!centrifugó!a!3000!rpm!durante!

10!min.!La!actividad!enzimática!se!midió!mediante!el!control!de!la!absorbancia!a!

405!nm.!

!

V.2.7.4!Ensayo!de!actividad!de!la!triptofanasa!!

!
La!actividad!de!la!triptofanasa!se!midió!en!una!mezcla!de!reacción!de!2!ml!

que!contiene:!0.2!ml!de!una!solución!(2.75!mg!de!fosfato!de!piridoxal,!19.6!mg!de!

EDTA!disódico!dihidrato!y!10!mg!de!albúmina!de!suero!bovino!en!100!ml!de!0.05!M!

buffer!de! fosfato!de!potasio,!pH!7.5),!0.2!ml!de! triptófano!20!mM!y!0.1!ml!de! la!

muestra! fecal.! La! reacción! se! incubó! durante! 1! h! a! 37! °! C! y! luego! se! detuvo!

mediante! la! adición! de! 2! ml! de! solución! de! reactivo! de! color! (14.7! g! pY

dimetilaminobenzaldehído!en!52!ml!de!H2SO4!y!948!ml!95!%!de!etanol).!La!mezcla!

de!reacción!se!centrifugó!a!3000!rpm!durante!10!min.!La!actividad!enzimática!se!

midió!mediante!el!control!de!la!absorbancia!a!550!nm.!!

!

V.2.7.5!Ensayo!de!actividad!de!la!ureasa!!

!
Actividad! de! ureasa! se! midió! en! una! mezcla! de! reacción! de! 0.5! ml! que!

contiene:!0.3!ml!de!solución!de!sustrato!de!urea!(4!mM!de!urea!en!20!mM!de!buffer!

de!!fosfato!de!sodio,!pH!7.0)!y!0.1!ml!de!la!muestra!fecal.!La!reacción!se!incubó!

durante!30!min!a!37!°!C!y!luego!se!detuvo!mediante!la!adición!de!0.1!ml!de!1!N!

(NH4)2SO4.!Se!añadió!reactivo!phenolnitroprusside!(1!ml)!y!el!reactivo!de!hipoclorito!

alcalino!(NaClO,!1!ml)!a!la!mezcla!de!reacción.!Se!incubaron!durante!20!min!a!65!°!

C.!La!mezcla!de!reacción!se!centrifugó!a!3000!rpm!durante!10!min.!La!actividad!

enzimática!se!midió!mediante!el!control!de!la!absorbancia!a!603!nm.!

!

!

!
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V.2.8!Análisis!molecular!de!la!microbiota!fecal!

!!

V.2.8.1!Extraccion!de!material!genético!!!

!

Los!pellets!de!materia!orgánica,!productos!de!la!fermetación!a!las!6,!12!y!

24! horas,! fueron! sometidos! a! extracción! de! DNA! usando! el! kit! comercial!

PowerLyzer®! PowerSoil®! DNA! Isolation! Kit! (MoBio),! un! sistema! de! extracción!

altamente!eficaz!(Christensen!et(al.,!2014]!Johnson!et(al.,!2015).!Para!la!extracción!

de!DNA,!se!siguieron!las!recomendaciones!del!fabricante.!La!extracción!física!del!

material!genético!se!realizó!a!4000!rpm!por!45!segundos!en!un!equipo!comercial!

PowerLyzer®!24!Bench!Top!BeadYBased!Homogenizer,!(MoBio).!La!concentración!

y!pureza!del!DNA!fue!evaluada!con!un!espectrofotómetro!NanoDrop!2000!(Thermo!

Scientific).!El!DNA!obtenido!fue!utilizado!para!ensayos!de!PCR.!

!

V.2.8.2!Tecnica!molecular!RISA!

!

Con! la! finalidad!de!amplificar!genes!en!nuestras!muestras,!es!necesario!

utilizar!la!taq!DNA!polimerasa,!para!esto!se!empleó!la!enzima!comercial:!TaKaRa(

Ex(Taq(Hot(Start(Version.!Los!productos!de! la! fermentación! fueron! sometidas!a!
proceso!de!extracción!de!DNA!usando!el!kit!comercial!PowerLyzer®!PowerSoil®!

DNA! Isolation! Kit! (MoBio).! La! calidad! del! DNA! fue! evaluada! como! se! describió!

anteriormente.! Con! la! finalidad! de! reducir! las! sustancias! inhibitorias,! el! DNA!

obtenido!de!cada!alícuota!fue!diluido!en!proporciones!1:5.!El!DNA!diluido!se!utilizó!

para! determinar! el! perfil! bacteriano! y! estimar! los! cambios! producidos! por! los!

tratamientos! por! medio! de! ensayos! de! PCR,! RISA,! usando! las! siguientes!

condiciones:!cada!reacción!consistió:!0Y30!ng/µl!de!DNA,!50!mM!KCl!(BSA),!0.2!mM!

dNTP,!1!µM!de!cada! iniciador! (ITSF!y! ITSReub)!diseñados!por! (Cardinale(et(al.,!

2004)!y!1.25!U!Taq!polimerasa.!Para!ambos!iniciadores!la!PCR!se!realizó!con!el!

siguiente!protocolo:!desnaturalización!inicial!a!94!°C!por!3!min,!seguido!de!35!ciclos!

de!94!°C!por!45!s,!alineación!de!55!°C!por!30!s,!una!extensión!de!72!°C!por!1!min!

y!extensión!final!a!75!°C!por!5!min.!La!PCR!para!cada!gen!se!realizaron!de!forma!

independiente!y!los!amplicones!fueron!mezclados!antes!de!su!análisis!en!geles!de!



! 75!

agarosa!a!una!concentración!de!2!%.!Cada!pozo!del!gel!fue!cargado!con!10!µL!de!

producto!de!PCR.!Los!geles!fueron!analizados!con!un!fotodocumentador!(MiniBis!

Pro).!!Para!el!análisis!de!datos!se!utilizó!el!programa!Quantity!One!versión!4.6.1.!!

!

!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
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VI.!RESULTADOS!Y!DISCUSIÓN!
!

VI.1! Composición! proximal! de! los! granos! de! café! y! café! usado! con! dos!
diferentes!grados!de!tostado!
!

El! contenido! de! proteína,! lípidos,! carbohidratos,! cenizas! y! humedad!

tanto! del! GC! (grano! de! café)! y! CU! con! dos! diferentes! grados! de! tostados! se!

presenta!en!el!Cuadro!1.!!

!

Cuadro!1.!Composición!química!del!grano!grano!de!café!y!café!usado!con!dos!
diferentes!grados!de!tostado!
!

! TOSTADO!MEDIO! TOSTADO!OSCURO!
! GRANO!DE!

CAFÉ!
CAFÉ!USADO! GRANO!DE!

CAFÉ!
CAFÉ!USADO!

PROTEÍNA! 19.1!±!0.25
a
! 15.9!±!0.52

b
! !!18.9!±!0.88

a
! 18.8!±!0.25

a
!

LÍPIDOS! 13.2!±!0.86
b
! 17.9!±!0.22

a
! !!13.4!±!0.43

b
! 17.5!±!0.69

a
!

CARBOHIDRATOS! 62.9!±!1.15
a
! 64.6!±!0.41

a
! !!62.7!±!0.42

a
! 62.2!±!0.37

a
!

CENIZAS! !!4.7!±!0.08
a
! !!1.5!±!0.30

b
! !4.7!±!0.04

a!
!!1.8!±!0.02

b
!

HUMEDAD! !!1.4!±!0.10
c
! !!4.0!±!0.07

b
! !1.8!±!0.03

c
! !!4.5!±!0.19

a
!

Cada!valor!representa!la!media!de!tres!experimentos!independientes!±!ES,!y!son!expresados!como!

porcentaje!(%)!en!base!seca.!Letras!diferentes!por!fila!muestran!diferencia!significativa!(p!≤0.05)!por!
prueba!de!Tukey.!

!

El!contenido!de!proteína!no!muestra!diferencia!significativa!en!cuanto!al!

GC!tostado!medio!(TM)!(19.1!%),!GC!tostado!oscuro!(TO)!(18.9!%)!y!CU!del!mismo!

grado!de!tostado!(18.8!%).!Así!mismo!se!ha!reportado!que!el!contenido!de!proteína!

en!el!CU!es!13.6!%!después!de! la!preparación!de!café!soluble!(Mussatto,!et(al.,!

2011c).! Ballesteros! et( al.! (2014)! reportaron! en! el! CU! valores! de! 17.44! %.! Los!

porcentajes!de!proteínas!obtenidos!en!el!presente!trabajo!son!ligeramente!mayores!

a! lo! reportado! por! los! autores,! estas! diferencias! pueden! ser! debidas! a! las!

condiciones! utilizadas! para! la! preparación! de! café! instantáneo! y! la! variedad! de!

granos!de! café! utilizado! (Mussatto!et( al.,! 2011a).!El! total! de! los! compuestos! de!

nitrógeno!del!café!son!relativamente!estables!entre!las!especies!o!incluso!durante!

el! tostado,! los! cuales! oscilan! entre! 8.5! hasta! 13.6! %! (Belitz! et( al.,! 2004).! Sin!

embargo!podemos!observar!en!los!resultado,!el!tostado!influye!sobre!la!retención!

de!proteína!en!el!CU!siendo!este!valor!mayor!en!el!tostado!oscuro.!!
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Durante!el!proceso!con!agua!para!la!preparación!de!la!bebida!de!café,!

muchos! de! los! otros! componentes! se! extraen,! y,! como! consecuencia,! los!

componentes!no!extraídos!concentran!su!proporción!en!el!material!sólido!residual.!

Por!lo!tanto,!el!contenido!de!proteína!es!mayor!en!el!CU!que!en!GC,!en!el!TO.!Es!

importante!mencionar! que! como! se! calculó! el! contenido! de! proteína! a! partir! del!

contenido!de!nitrógeno!total!de!las!muestras,!por!lo!que!puede!ser!sobreestimado,!

debido! a! la! presencia! de! otras! sustancias! que! contienen! nitrógeno! (cafeína,!

trigonelina,!aminas!libres!y!aminoácidos)!(Delgado!et(al.,!2008).!!

El!contenido!de!lípidos!es!mayor!para!el!CU!en!ambos!tipos!de!tostado!

encontrándose!para!el!tostado!medio!valores!de!(17.9!%)!y!para!el!TO!valores!de!

(17.5!%)!en!comparación!con!los!valores!obtenidos!para!los!GC.!!

El! café! tostado!está!compuesto!por!11Y20!%!de! lípidos,!presentando!

cantidades!más!altas!en!la!variedad!arabica!(14Y20!%)!que!en!la!robusta!(11!a!16!

%)!(Folstar!et(al.,(1985).!Las!bebidas!de!café!son!generalmente!pobres!en!lípidos,!

ya!que!estos!no!se!extraen!de!manera!eficiente!en!un!entorno!acuoso!(Ratnayake(

et(al.,!1993).!!

Cruz!et(al.!(2012)!han!reportado!valores!que!van!desde!9.3!hasta!16.2!

%,! los!cuales!se!encuentran!dentro!de! los!descritos!para!el!café! tostado,! lo!que!

confirma!que!la!mayoría!de!los!lípidos!son!retenidos!en!el!CU.!Además!Kondamudi!

et(al.!(2008)!reportaron!valores!similares!para!el!CU!que!van!10Y15!%,!así!como!los!

de!Tokimoto!et(al.!(2005)!quienes!reportan!valores!que!van!desde!6.2!a!14.5!%.!Los!

valores!reportados!para!CU!en!este!trabajo!superan!los!valores!obtenidos!de!una!

industria!de!café!soluble!descritos!por!Couto!et(al.! (2009)!mostrando!valores!del!

15.4!%! y! por! los! reportados! por! SauraYCalixto! (2011)! con! valores! 14!%.! Estas!

diferencias!pueden!ser!atribuidas!a!la!variedad!de!café,!al!tipo!de!tostado,!asi!como!

al!proceso!de!extracción.!!!

Sin!embargo,!a!pesar!de!las!altas!temperaturas!y!presiones!utilizadas!

durante!extracciones! industriales,! los! lípidos! se! conservan!principalmente!en! los!

residuos!de!café!(Cruz!et(al.,!2012),!esto!esta!relacionado!con!los!valores!obtenidos!

en!este!proyecto,!donde!el!CU!muestra!valores!más!altos!en!comparación!con!el!

CG,!esto!se!debe!a!que! los! lípidos!no!son!solubles!en!agua,!por! lo!que!quedan!
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atrapados! en! el! residuo! de! café,! además! durante! el! proceso! de! percolación! se!

arrastran!otros!componentes!contribuyendo!al!aumento!de! los!valores!del!CU.!El!

rendimiento!del!aceite!del!CU!utilizando!Soxhlet,!es!una!función!de!las!condiciones!

de!extracción,!en!particular!de!la!elección!del!solvente!y!la!duración!de!la!extracción!

(Couto!et(al.,!2009).!!

Uno!de!los!constituyentes!más!abundantes!para!el!grano!como!para!el!

CU!son!los!carbohidratos.!Los!residuos!de!café!se!polimerizan!en!las!estructuras!de!

celulosa! y! hemicelulosa,! correspondiendo! a! 51.50! y! 40.45! %! (w! /! w),!

respectivamente!en!su!composición!en!base!de!peso!seco,!siendo!la!hemiceluosa!

la!que!se!encuentra!en!mayor!proporción!en!el!CU.!La!manosa!es!el!principal!azúcar!

en!la!hemicelulosa!del!CU!y!la!xilosa!no!se!encuentra!presente!en!este!(Ballesteros!

et(al.,!2014).!!!

Los! valores! obtenidos! en! este! trabajo! no! presentan! diferencia!

estadísticamente! significativa,! siendo! el! CU/TM! el! que! presenta! una! mayor!

proporción!con!un!64.6!%,!además!de!que!se!encuentran!por!arriba!de!lo!reportado!

por!otros!autores.!!!

De!acuerdo!con!Ballesteros!et(al.!(2014),!la!composición!de!azucares!

presentes!el!del!CU!se!compone!de!37.03!%!manosa,!galactosa!31.90!%,!24.08!%!

de! glucosa! y! 6.99! %! de! arabinosa.! Estos! valores! son! comparables! a! otros!

reportados!en!la!literatura!para!CU!(Mussatto!et(al.,!2011b]!Mussatto,!et(al.,!2011c)]!

algunas! diferencias! podrían! atribuirse! al! proceso! de! extracción! y! la! variedad! de!

granos! de! café! usados.! Es! importante! mencionar! que! los! arabinogalactanos,!

galactomananos,! y! la! celulosa! son! los!más!abundantes! polisacáridos! en! el! café!

(Arya!y!Rao,!2007).!!!

Además!de!los!carbohidratos,!otro!de!los!componentes!son!las!cenizas!

las!cuales!muestran!una!diferencia!estadísticamente!significativa!del!GC!con!el!CU,!

presentándose!un!mayor!contenido!de!cenizas!en!los!GC!para!ambos!grados!de!

tostado! (4.73! y! 4.72!%,! TM! y! TO! respectivamente).! En! cuanto! al! contenido! de!

cenizas!en!el!CU!de!este!trabajo!se!obtuvo!un!valor!de!(1.5!%!y!1.8!%,!TM!y!TO,!

respectivamente),!lo!que!se!asemeja!a!los!valores!reportados!por!Ballesteros!et(al.!

(2014)!donde!obtuvo!valores!de!(1.30!%!w!/!w)!en!cenizas!en!el!CU.!!
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Las!cenizas!presentes!en!el!CU!estan!constituidas!por!varios!minerales!

y!éstos!son!considerados!micronutrientes!esenciales.!El!potasio!es!el!elemento!más!

abundante,!seguido!de!fósforo!y!magnesio!(Mussatto!et(al.,!2011b).!El!potasio!es!

también!el!elemento!más!abundante!en!granos!de!café,!que!corresponde!a!40!%!de!

la!ceniza!de!óxido!(Arya!y!Rao,!2007).!Después!de!la!extracción!con!agua!caliente!

para! el! café! instantáneo!a! preparar,! la!mayoría! de! los! elementos!minerales! son!

fácilmente!extraídos!(Arya!y!Rao,!2007),!pero!CU!todavía!contiene!potasio!como!

compuesto!predominante.!

El!contenido!de!humedad!como!era!de!esperarse!fue!estadísticamente!

mayor!para!el!CU!para!ambos!grados!de!tostado,!obteniendo!un!valor!de!4.0!%!y!

4.5!%,!TM!y!TO,!respectivamente,!los!cuales!son!valores!más!bajos!reportados!por!

la! literatura!por!Cruz!et(al.,! (2014)!quienes! reportaron!un!contenido!de!humedad!

variable,!con!valores!que!van!desde!53.0!hasta!69.8!%!!dentro!de!los!reportados!

para!café!expreso!y!usado.!Se!cree!que!los!valores!presentados!en!este!trabajo!son!

menores!debido!al!secado!previo!al!que!es!sometido!el!café!antes!del!análisis,!sin!

embargo!se!cree!que!un!valor!más!alto!en!CU!en!comparación!con!GC!se!debe!a!

que!este!se!humedece!al!momento!de!realizar!la!percolación!para!la!preparación!la!

bebida.!!

El!CU!húmedo!es!muy!propenso!a!la!proliferación!microbiana,!por!lo!que!

es!necesario!implementar!estrategias!de!preservación!adecuadas!para!el!uso!final!

deseado.!

De!acuerdo!con! la!norma!mexicana:!NMXYFY013! las!especificaciones!

físicas! y! químicas! del! café! puro! tostado! en! grano! o! molido,! sin! descafeinar! o!

descafeinado! coinciden! con! los! valores! reportados! encontrándose! dentro! de! los!

parámetros.!Además,!es!importante!mencionar!que!los!valores!reportados!en!este!

trabajo!respecto!a!los!valores!reportados!en!la!literatura!muestran!diferencias,!esto!

se!sugiere!debido!al!tipo!y!variedad!del!café,!así!como!el!proceso,!el!tiempo!y!la!

temperatura!utilizada.!!

!
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VI.2!Contenido!de! fibra!dietética!de! los!granos!de!café!y!café!utilizado!con!
diferente!grado!de!tostado!
!

El!contenido!de!fibra!total!(FT),!soluble!e!insoluble!tanto!del!GC!y!CU!

con!dos!diferentes!grados!de!tostados!se!presenta!a!continuación!en!el!Cuadro!2.!!

En!el!contenido!de!fibra!total!se!encontraron!diferencias!estadísticas!significativas!

entre!los!GC!y!el!CU!de!los!diferentes!tostados,!encontrando!los!valores!más!altos!

para!el!CU!con!un!58.1!y!55.1!%!en!el!TM!y!TO,!respectivamente.!!

!

!

Cuadro! ! 2.! Contenido! de! fibra! dietética! del! grano! y! café! usado! de! dos!
diferentes!grados!de!tostado.!

! TOSTADO!MEDIO! TOSTADO!OSCURO!
! GRANO!DE!

CAFÉ!
CAFÉ!USADO! GRANO!DE!

CAFÉ!
CAFÉ!USADO!

FIBRA!
INSOLUBLE!

44.1!±!0.95
b
! 56.6!±!0.40

a
! !44.3!±!1.29

b
! !54.1!±!1.48

a
!

FIBRA!
SOLUBLE!

!!!!1.5!±!0.44
a
! !!1.4!±!0.14

a
! !!!1.6!±!0.04

a
! !!!0.9!±!0.25

a
!

FIBRA!
TOTAL!

!!!45.7!±!1.03
b
! !!58.1!±!0.55

a
! !!!45.9!±!1.27

b
! !!!55.1!±!1.71

a
!

Cada!valor!representa!el!promedio!de!tres!experimentos!±!ES!y!son!expresados!como!porcentaje!

(%)!en!base!seca!por!gramo!de!muestra.!Letras!diferentes!por!fila!indican!diferencia!significativa!(p!
≤0.05)!por!la!prueba!de!Tukey.!!

!

!

Asimismo,! los! contenidos! de! fibra! insoluble! fueron! estadísticamente!

significativos!mostrando!valores!mayores!para!el!CU!con!ambos!grados!de!tostado!

con!valores!de!56.6!y!54.1!%!para!TM!y!TO!respectivamente.!Los!resultados!de!la!

fibra!soluble!no!muestran!una!diferencia!estadística!significativa,!pero!presentadose!

un! contenido! mayor! para! los! GC! con! valores! de! 1.5! y! 1.6! %,! TM! y! TO,!

respectivamente.!

La!fibra!dietaria!incluyendo!celulosa,!hemicelulosa,!lignina,!sustancias!

pécticas! y! mucílagos! se! conoce! como! la! parte! comestible! de! plantas! que! es!

resistente! a! la! digestión! y! absorción! en! el! intestino! delgado! humano,! con! la!

fermentación! completa! o! parcial! en! el! intestino! grueso( (BetancurJAncona( et( al.,(

2004).!Ballesteros!et(al.!(2014)!reportó!valores!para!fibra!dietaria!total!de!(60.46!%!
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w!/!w),!siendo!la!fibra!insoluble!la!que!representa!alrededor!del!84!%!y!la!fibra!soluble!

de!un!16!%.! !El!mayor!contenido!de! fibra! insoluble!en!relación!con! la!soluble!es!

justificable!en!las!muestras!debido!a!la!presencia!de!celulosa,!hemicelulosa!y!lignina!

que!son!parte!de!la!fibra!insoluble!y!cantidades!considerables!de!esta!fracción!en!

están!presentes!tanto!para!el!CG!como!el!CU.!Ademas! los!valores!mas!altos!de!

fibra!insolube!del!CU!con!relación!con!el!GC,!es!debido!a!que,!durante!el!proceso!

de!la!preparación!de!la!bebida,!ciertos!compentes!como!las!proteínas!se!pierden,!

por!lo!que!queda!más!concentrado!otros,!entre!ellos!la!fibra!total.!!!!

Los!residuos!de!café,!entre!ellos,!el!CU!muestran!un!total!de!fibra!del!43!

%,!de!la!cual!el!35!%!en!insoluble!y!el!8!%!es!soluble,!se!sugiere!que!la!fibra!insoluble!

podría!ser!utlizada!directamente!en!productos!de!alimentos!(Murthy!y!Naidu,!2012).!

El!total!de!fibra!dietaria!coincide!con!los!resultados!reportandos!en!este!trabajo.!El!

valor! de! fibra!dietaria! de! los! subproductos!del! café,! entre! ellos,! el!CU!muestran!

similitud!con!los!cereales!y!verduras!(Figuerola!et(al.,!2005).!Murthy!y!Naidu!(2012)!

mostraron!que!las!fibras!del!café!expresan!propiedades!antioxidantes.!La!sinergia!

de!la!capacidad!antioxidante!y!el!complejo!de!fibras!de!los!subproductos!de!café,!

como!el!de!cereales,!atribuyen!a!efectos!beneficos!que!solo!una!fracción!de!fibra.!

El! tostado! tiene! también! un! impacto! en! la! cantidad! de! fibra! dietética!

soluble!presente!en!los!granos!de!café.!Silván!et(al.!(2010)!encontró!un!aumento!en!

los!granos!de!café!tostado!en!comparacion!con!el!café!verde.!!!

El!CU!al! tener!un!un!35!%!de!fibra! insoluble!este!podria!ser!utilizado!

directamente! en! productos! alimenticios! que! contribuyan! a! la! estabilización! de! la!

estructura!de!los!alimentos.!Destacando!que!el!contenido!de!FT!en!los!subproductos!

del!CU!parecen!estar!a!la!par!con!los!cereales!y!verduras!(Figuerola!et(al.,(2005).!

!

VI.3!Capacidad!antioxidante!de!los!granos!de!café!y!café!usado!con!diferente!
grado!de!tostado!!

A! partir! de! los! extractos! etanólicos! de! cada! una! de! las! diferentes!

muestras! se! le!determino! la! capacidad!antioxidante!por!dos!métodos!diferentes,!

ABTS!y!DPPH,!los!resultados!se!presentan!a!continuación!en!el!Cuadro!3.!!

!
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!

Cuadro! 3.! Capacidad! antioxidante! en! grano! de! café! y! café! usado! con!
diferentes!grados!de!tostado.!

! TOSTADO!MEDIO! TOSTADO!OSCURO!
! GRANO!DE!

CAFÉ!
CAFÉ!USADO! GRANO!DE!

CAFÉ!
CAFÉ!USADO!

DPPH! 69.23!±!1.22
b
! !73.92!±!2.00

a
! 68.81!±!1.30

b
! 72.46!±!1.01

a
!

ABTS! 70.89!±!1.64
b
! !80.55!±!0.73

a
! 70.16!±!1.94

b
! 80.13!±!0.51

a
!

Letras!diferentes!por!fila!expresan!diferencia!significativa!(α!=!0.05)!por!las!pruebas!de!Tukey.!

La! actividad! antioxidante! de!DPPH! y!ABTS!es! expresada! como!μmoles! eq! de! trolox/g! de!

muestra.!Los!resultados!representan!la!media!de!tres!experimentos!por!triplicado!+!ES.!

!

Los!resultados!muestran!mayor!capacidad!antioxidante!en!el!CU!de!los!

dos!grados!de!tostado!por!ambos!métodos:!ABTS!y!DPPH,!obteniendo!valores!de!

73.92!y!72.46!μmoles!eq!de!trolox/gramos!de!muestra,!TM!y!TO,!respectivamente!

en!DDPH.!En!lo!que!respecta!a!la!capacidad!antioxidante!evaluada!por!el!método!

de!ABTS,!se!presentó!la!misma!tendencia!que!para!el!método!de!DPPH!donde!el!

CU!de!ambos!grados!de!tostado!muestran!mayor!capacidad!antioxidante!que!sus!

homologas! de! GC,! mostrando! resultados! de! 80.55! y! 80.13! μmoles! eq! de!

trolox/gramos!de!muestra,!TM!y!TO,!respectivamente.!Los!altos!valores!de!ABTS!

tanto!del!GC!como!del!CU!refleja!la!sensibilidad!de!ABTS!a!romper!la!cadena!de!

potencial!antioxidante!de!sus!compuestos!fenólicos.!Además!los!valores!de!DPPH,!

así!como!los!del!ABTS!obtuvieron!mayor!capacidad!antioxidante!en!el!tostado!medio!

con!respecto!al!tostado!oscuro,!sin!embargo!en!los!resultados!el!tostado!no!tiene!

influencia!estadística!por!ambas!técnicas,!sugiriendo!que!la!capacidad!antioxidante!

depende!más!de!la!composición!de!café!que!del!grado!de!tostado,!como!se!sugirió!

previamente!(CamposYVega!et(al.,!2015).!Ademas!la!capacidad!antioxidante!esta!

influenciada!por!la!presencia!de!melanoidinas!y!algunos!compuestos!coloreados!los!

cuales!poseen!actividad!antioxidante!(LópezYGalilea!et.!al.,!2007).!!

Bravo!et(al.!(2012),!evaluaron!la!capacidad!antioxidante!del!CU!obtenido!

de!la!percolación,!presentando!valores!en!café!arabica!por!las!técnicas!de!ABTS!y!

DPPH!de!215.12!y!112.06!µmol!trolox/gramo!de!muestra,!respectivamente!valores!

más!elevados!a!los!reportados!en!este!trabajo.!Bravo!et(al.!(2013),!evaluaron!esta!

capacidad!en!el!CU!en!un!extracto!etanólico,!obteniendo!valores!de!140.30!y!82.40!

µmol!trolox/gramo!de!muestra,!ABTS!y!DPPH!respectivamente.!Los!resultados!de!
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DPPH! son! similares! a! los! presentados! en! este! trabajo! con! 73.92! y! 72.46! µmol!

trolox/gramo!de!muestra!para!CU/TM!y!CU/TO,!respectivamente.!Sin!embargo,!para!

la! técnica! de! ABTS! los! valores! fueron!menores.! Por! lo! que! Bravo! et! al.! (2012)!

siguieren! tomar! en! cuenta! que! los! compuestos! fenólicos! minoritarios! (ácidos!

hidroxicinámicos,!ácidos!feruloiquinicos,!y!otros!ácidos!clorogénicos)!y!compuestos!

no!fenólicos!(volátiles,!etc.)!pueden!contribuir!a!la!capacidad!antioxidante.!Además!

de!que!la!capacidad!antioxidante!puede!contribuir!a!la!conservación!de!café!contra!

el!daño!oxidativo!durante!todo!el!tiempo!de!almacenamiento.!

La!capacidad!antioxidante!del!café!después!del! tostado,!se!cree!que!

aunque!se!pierdan!compuestos!con!capacidad!antioxidante!durante!este!proceso,!

esta! capaciad! se!mantiene! o! incluso! aumenta! debido! a! la! formación! de! nuevos!

compuestos! con! actividad! antioxidante,! como! los! productos! de! la! reacción! de!

Maillard!!(Del!Castillo,!et(al.,!2002]!Votavová!et(al.,!2009).!PérezYHernández!et(al.,!

(2013)!reporta!valores!de!238.71!μmol!equivalentes!trolox/gramo!de!muestra!en!GC!

con! la! técnica! de!ABTS,! asimismo!PérezYMartínez!et( al.,! (2010)! reportó! valores!

entre!296!Y!445!μmoles!eq!trolox/gramo!de!muestra,!para!ambos!casos!lo!valores!

fueron!mayores!a!lo!reportado!en!este!trabajo.!!

CamposYVega!et(al.!(2015)!reportan!valores!más!elevados!por!ambas!

técnicas,!por!ABTS!de!243.7!y!78.2!μmoles!eq!de!trolox/gramos!de!muestra,!TM!y!

TO!respectivamente,!mientras!que!para!DPPH!valores!de!107.4!y!387.3!μmoles!eq!

de! trolox! /! gramos! de!muestra! TM! y! TO! respectivamente.! Las! diferencias! de! la!

actividad!antioxidante!entre!cafés,!se!pueden!deber!a!varios!factores!como!el!tipo!

de!café,! las!diferentes!condiciones!geográficas!y!climatológicas!en!donde!crecen!

las!plantas!(Materska!y!Perucka,!2005).!!

Los!resultados!de!la!capacidad!parecen!ser!atribuidos!al!equilibro!entre!

los!ácidos!cafeiloquinicos,!más!abundante!en!CU!variedad!arabica!y!la!cafeína]!y!

ciertos! compuestos! productos! de! la! reacción! de! Maillard! que! son! mas!

representativos! para! el! café! Robusta! (Bravo! et( al.,! 2012).! Otros! autores! han!

encontrado!altas!correlaciones!entre! la!capacidad!antioxidante!de! las!bebidas!de!

café! y! la! cafeína,! sugiriendo! que! la! cafeína! podría! contribuir! a! la! capacidad!
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antioxidante!(Ludwig!et(al.,!2012,!Vignoli!et(al.,!2011),!sin!embargo!otros!autores!lo!

han!encontrado!en!el!contenido!de!melanoidinas!(DelgadoYAndrade(et(al.,!2005).!

Murthy! y!Naidu! (2012)! reportaron!que!el!CU!muestra! una! capacidad!

antioxidante!de!61,!66!!y!70!%!en!100,!200,!y!500!ppm!respectivamente,!sugiriendo!

que!los!resultados!podrían!estar!relacionados!con!el!acido!clorogénico!(CGA,!por!

sus! siglas! en! inglés),! el! cual! presenta! actividad! antioxidante! debido! a! sus!

propiedades!de!quelación!de!cationes!(Robertson!y!Eastwood,!1981),!sin!embargo!

otros!compuestos!fenólicos!también!podrían!contribuir!a!esta!actividad.!!!

Algunos! autores! han! demostrado! en! los! residuos! de! café! que! la!

capacidad! antioxidante! es! atribuida! a! los! compuestos! fenólicos! y! no! fenólicos!

(Murthy!y!Naidu,!2012]!Ramalakshmi!et(al.,(2009]!Yen!et(al.,!2005).!Por!otra!parte!

los! factores! tecnológicos! juegan! un! papel! importante! en! la! extracción! de!

antioxidantes! durante! el! proceso! de! elaboración! de! la! bebida! de! café,! y! en!

consecuencia,!puede!tener!influencia!en!la!presencia!de!compuestos!antioxidantes!

presentes!en!el!CU!!(Andueza!et(al.,!2007]!PérezYMartínez!et(al.,!2010).!!!

!

VI.4! Contenido! de! oligosacáridos! del! grano! de! café! y! café! usado! con! dos!
diferentes!grados!de!tostado.!!

En!el!Cuadro!4!se!muestra!el!contenido!de!oligosacáridos,!entre!ellos,!

rafinosa,!estaquiosa!y!verbascosa,!los!cuales!fueron!determinados!por!HPLC!tanto!

para!el!grano!de!café,!como!el!CU!de!dos!grados!de!tostado.!!

!

Cuadro!!4.!Contenido!de!oligosacáridos,!determinados!por!HPLC,!en!el!grano!
de!café!y!café!usado!

!

!

Muestra!

Oligosacáridos!

Rafinosa! Estaquiosa! Verbascosa!
TO! TM! TO! TM! TO! TM!

GC! 0.86!±!0.01
a
! 0.65!±!0.03

c
! 0.65!±!0.02

c
!! 0.66!±!0.00

c
! 0.73!±!0.00

b
! 0.66!±!0.01

c
!

CU! ND! ND! 0.68!±!0.02
a
! !0.69!±!0.01

a
! 0.68!±!0.01

a
! 0.66!±!0.03

a
!

GC!=!Grano!de!café.!CU!=!Café!usado.!TO!=!Tostado!oscuro.!TM!=! tostado!medio.!ND=!No!

detectado.!Letras!diferentes!por! fila!expresan!diferencia!significativa! (α!=!0.05)!por!prueba!de!

Tukey.! La! concentración! de! oligosacáridos! son! expresados! en!mg! equivalentes! de! rafinosa,!
estaquiosa!y!verbascosa!por!gramo!de!muestra,!respectivamente.!Los!resultados!representan!la!

media!de!3!experimentos!por!triplicado!+!ES.!

!
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Dentro! de! los! oligosacáridos! se! enuentran! los! galactosilsucrosas!

(denominados!αYgalactósidos)!y!fructoYoligosacáridos.!La!familia!de!los!galactosilY

sucrosa!de!lo!oligosacáridos!incluye!la!rafinosa!(un!trisacárido),!la!estaquiosa!(un!

tetradisacárido)! y! la! verbascosa! (un!pentadisacárido)! (Nations,!1999),! los! cuales!

estas! formados! de! la! unión! de! monosacáridos.! Los! oligosacáridos! son!

ominipresentes!en!el!reino!vegetal,!encontrandose!en!una!gran!variedad!de!semillas!

de! diferentes! familias,! ocupando! el! segundo! lugar! despues! de! sacarosa! en!

abundancia! como! carbohidratos! solubles.! Los! seres! humanos! y! otros! animales!

monogástricos!(cerdo!y!aves!de!corral)!no!poseen!la!enzima!αYgalctosidasa!para!

descomponer! los!oligosacáridos,!por! lo!que!pasan!por!el!estómago!y!el! intestino!

delgado!sin!ser!digeridos]!en!el!intestino!grueso!son!fermentados!por!las!bacterias!

productoras!de!gas!que!poseen!la!enzima!αYgalctosidasa!produciendo!el!dióxido!de!

carbono,!el!metano!o!hidrógeno]!por!lo!que!estos!tres!oligosacáridos!son!sustrato!

prebiótico!de!los!microorganismos!de!la!flora!intestinal!y!en!cantidades!excesivas!

pueden!provocar!flatulencia,!inflamación!y!dolor!intestinal!(Hernández!Rodríguez!et(

al.,! 1999).! La! rafinosa,! estaquiosa! y! verbascosa! están! presentes! en! cantidades!

significativas!en!las!semillas!de!leguminosas.!Sin!embargo,! la!rafinosa!es!la!mas!

comun!entre! los! tres]! esta! compuesta! de! una!molécula! de! glucosa! unido! a! una!

molécula!de!sacarosa!a! la!posición!αY1,6.!Además,!una!elongación!al! final!de! la!

cadena!de!galactosa! junto!con!otra!molécula!de!galactosa! formara! la!estaquiosa!

(Nations,!1999).!CamposYVega!et(al.,!(2009)!evaluaron!el!contenido!de!contenido!

de!polisacáridos!en!el!frijol!cocido!reportándose!entre!36.5!%!to!55!%,!valores!más!

altos!que!el!22!%!al!26!%!reportado!por!10!diferentes!variedades!de!frijol!cocido!de!

América!Latina!(Granito!et(al.,!2001).!!!!!!!!

Se!puede!observar!en!este!estudio!que!el!componente!mayoritario!para!

el!grano!de!café!es!la!rafinosa!con!un!valor!de!0.86!mg!equivalentes!de!rafinosa/g!
de! muestra.! En! cambio,! para! el! CU! solo! se! detecto! estaquiosa! y! verbascosa,!

observando! que! el! grado! de! tostado! no! influye! sobre! el! contenido! de! estos!

compuestos! al! no!mostrar! diferencia! estadística! significativa.!Chabrillange!et( al.,!

(2000)!evaluaron!el!contendio!de!oligosacáridos!en!10!diferentes!especies!de!café!

econtrando!que!rafinosa!se!detectó!en!las!semillas!de!cinco!especies,!entre!ellos!C.(
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arabica!con!un!valor!de!0.29!mg/g!de!muestra,!los!cuales!son!valores!más!bajos!a!

los! encontrados! en! este! trabajo.! De! igual! forma! el! contenido! de! estaquiosa! fue!

evaluado,!encontrando!en!C.(arabica!valores!de!0.68!mg/g!de!muestra,!los!cuales!

son!similares!a!lo!repotado]!sin!embargo,!verbascosa!no!fue!detectada.!!

En!algunos!granos!de! leguiminosas! se!han! informado! contenidos!de!

oligosacáridos,! por! ejemplo:! MartıńezYVillaluenga! et( al.! (2005)! reportaron! el!

contenido! de! oligosacáridos! mediante! cromatografía! líquida! de! alta! resolución!

(HPLC)!en!la!planta!lupinus,!sugiriendo!que!las!semillas!de!L.!luteus!son!la!mejor!

opción!para!la!obtención!de!oligosacáridos!puros!para!su!uso!como!prebióticos!en!

alimentos!funcionales.!CruzYBravo!et(al.((2011)!evaluaron!el!contenido!de!rafinosa,!

estaquiosa!y!verbascosa!en!el!frijol!Negro!8025!encontrando!que!la!estaquiosa!fue!

el! principal! oligosacárido! en! frijol! cocido,! seguido! por! verbascosa! y! rafinosa,!

sugiriendo!que!el!contenido!elevado!en!oligosacáridos!de!la!leguminosa!cocida!se!

debe!a!que!probablemente!hubo!mayor!lixiviación!de!los!componentes!solubles!y!a!

la! liberación! de! oligosacáridos! unidos! durante! la! cocción! (Han! y! Baik,! 2006).!

Situación!que!podría! explicar! el! aumento!de! la! cantidad!de!oligosacáridos!en!el!

contenido!de!CU!en!comparación!con!el!GC,!pues!se!sugiere!que!este!aumento!

esta!relacionado!con!el!proceso!de!percolación!con!agua!caliente!para!la!obtención!

del!café!usado.!También!se!ha!informado!que!los!oligosacáridos!unidos!a!través!de!

la!hidrólisis!no!enzimática!se!liberan!de!macromoléculas!durante!la!cocción,!dando!

como!resultado!un!aumento!en!el!contenido!de!oligosacáridos!(Jambunathan!et(al.,!

1994]!Trugo!et(al.,(2000).!!

CamposYVega! et( al.( (2009)! evaluaron! el! contenido! de! rafinosa,!

estaquiosa!y!verbascosa!en!el!frijol!común!(P.(vulgaris),!quienes!encontraron!que!

estaquiosa!fue!el!oligosacárido!principal!seguido!de!rafinosa!y!verbascosa!en!los!

granos! crudos! y! cocinados! de! todas! las! variedades! utilizadas.! El! contenido! de!

rafinosa!en!el!frijol!crudo!varió!desde!0.3!Y!1.7!mg/g!y!en!las!semillas!de!frijol!cocida!

se!obtuvo!de!0.5! Y!2.5!mg/g.!El!contendio!de!estaquiosa!en!semillas!de! frijol! fue!

desde!2.7!Y!4.9!y!en!las!muestras!cocidas!de!4.7!Y!8!mg/g.!Se!observó!un!mayor!

contenido! de! estaquiosa! en! todas! las! muestras! analizadas.! El! contenido! de!

verbascosa!en!el!semillas!de!frijol!varió!de!!0.1!Y!0.8!mg/g!y!0.2!a!0.9!mg/g!para!el!
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frijol!cocido.!Semillas!de!frijol!Negro!8025!y!Azufrado!Higuera!mostró!un!aumento!

del!contenido!de!verbascosa!despues!de!ser!procesado!(0.1!Y!0.9!y!0.2!Y!0.5!mg/g,!

respectivamente)]!mientras!que!Bayo!Madero!mostró!una!disminución!del!contenido!

de!verbascosa!(0.8!Y!0.2!mg/g).!Pinto!Durango!no!mostraron!cambios!en!verbascosa!

después! del! tratamiento! térmico.! Estos! valores! son! similares! a! lo! reportado! por!

(DíazYBatalla!et(al.,!2006).!Además!de!ser!similares!a!lo!reportado!en!este!trabajo.!

Sin! embargo,! hasta! el! momento! no! se! encuentra! reportado! valores! de!

oligosacáridos!en!café!usado.!!

!

VI.5! Contenido! de! melanoidinas! del! grano! de! café! y! café! usado! con! dos!
diferentes!grados!de!tostado.!!

Cromatografía!de!exclusión!molecular!de!alto!rendimiento!se!aplicó!para!

separar!los!polímeros!de!alto!peso!molecular!solubles,!además!se!siguió!un!método!

espectrofotométrico!para!evaluar!el!contenido!de!melanoidinas!en!extractos!de!café.!

Las!melanoidinas!son!compuestos!poliméricos!aniónicos!marrones!con!una!masa!

molecular! aparente! >10! kDa,! que! absorben! en! el! intervalo! entre! 400! y! 450! nm,!

encontrándose!el!óptimo!a!los!405!nm.!En!el!Cuadro!5!se!muestra!el!contenido!de!

melanoidinas,!los!cuales!fueron!determinados!por!espectrofotometríaYUV!tanto!para!

el!GC,!como!el!CU!de!dos!grados!de!tostado.!!

!

!

Cuadro!!5.!Contenido!de!melanoidinas!en!el!grano!de!café!y!café!usado!

!

Muestra!

Melanoidinas!

TOSTADO!OSCURO! TOSTADO!MEDIO!
GRANO!DE!CAFÉ! 17.76!±!0.33

Aa
! 17.85!±!0.32

Aa
!

CAFÉ!USADO! !!8.77!±!0.31
Ba
! !!9.11!±!0.21

Ba!
!

Letras!minúsculas!diferentes!por! fila!expresan!diferencia!significativa!(α!=!0.05)!por!prueba!de!

Tukey.!Letras!mayúsculas!diferentes!por!columna!expresan!diferencia!significativa!(α!=!0.05)!por!
prueba! de! Tukey.! La! concentración! de! melanoidinas! son! expresados! en! en! g/100g! de!
melanoidinas.!Los!resultados!representan!la!media!de!3!experimentos!por!triplicado!+!ES.!

!

!

El! contendio! de!melanoidinas! de! alto! peso!molecular! (APM,! por! sus!

siglas!en!inglés)!obtenidas!en!el!GC!fueron!mayor!a!las!del!CU!(17.76!y!17.85!g!de!

melanoidinas/100g!en!GC,!TO!y!TM,!respectivamente),!mostrando!los!valores!más!
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altos!en!TM,!pero!sin!mostrar!diferencia!estadística!significativa.!Sin!embargo,!el!

contenido!de!melanoidinas!se!reduce!casi!en!un!50%!para!el!CU!lo!cual!sigue!siendo!

un!valor!favorable.!Silván(et(al.(2010)!evaluaron!el!contenido!de!melanoidinas!en!el!

grano! de! café! que! van! desde! condiciones! de! tostado! ligero! hasta! el! oscuro!

observando!un!aumentó!de!5.6!a!29.1!mg/100!mg!de!materia!seca!al!incrementar!

el! tostado,! por! lo! que! que! nuestros! resultados! se! encuentran! dentro! del! rango!

reportado.!Además,!se!sugiere!que!valores!más!altos!para!TM!en!compración!con!

TO!se!deben!probablemente!a! la! formación!de!estructuras! insolubles!que!no!se!

pueden!extraer!en!el!agua!y!no!estarán!presentes!en!la!bebida.!!

Pastoriza! y! RufiánYHenares! (2014)! determinaron! el! contenido! de!

melanoidinas! en! alimentos! procesados! térmicamente! que! se! consumen!

regularmente!en!la!dieta,!entre!ellos!se!encontró!el!café,!reportando!que!la!cantidad!

de! melanoidinas! en! café! regular! (5.7! %)! fue! significativamente! menor! que! los!

valores! en! el! café! soluble! (9.1! %),! lo! que! podría! explicarse! por! el! proceso! de!

concentración!de!sólidos!incluidos!en!la!producción!de!café!soluble!(Vignoli!et(al.,!!

2011)]!debe!considerarse!que!al!usar!un!sistema!de!filtración!de!tipo!filtro,!se!extraen!

menos!melanoidinas!de!café!sólido!que!las!maquinas!de!café!(Fogliano!y!Morales,!

2011).!!

Las! melanoidinas,! en! particular! las! meanoidinas! del! café! tienen!

diferentes!propiedades!funcionales!aparte!de!su!contribución!con!el!color,!como!lo!

es!su!capacidad!antioxidante!en!los!alimentos!y!la!supresion!del!estres!oxidativo!en!

las!células,!las!propiedades!quelantes!de!metales,!la!antividad!antimicrobiana,!entre!

otros! (DelgadoYAndrade!et(al.,!2005]!Goya!et(al.,(2007).!Es! importante! tomar!en!

cuenta!que!el!contenido!de!melanodinas!varia!de!acuerdo!con!el!origen!del!café!y!

por!el!método!de!secado!aplicado.!Las!melanoidinas!de!café!han!sido!el!objetivo!de!

muchas!investigaciones,!debido!a!que!la!bebida!de!café!es!una!de!las!principales!

fuentes!de!melanoidinas!representando!hasta!un!25!%!de!los!sólidos!totales!(Borrelli!

et(al.,!2002b).!Es!por!esto!nuestro!interés!en!conocer!el!contendio!del!melanoidinas!

en!CU.!Hasta!el!momento!el!contenido!de!melanoidinas!en!CU!no!se!encuentran!

reportado!en!la!literatura.!!

!
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VI.6!Capacidad!antioxidante!de!los!productos!de!la!digestión!gastrointestinal!
in! vitro! y! fermentación! colónica! in! vitro! del! café!usado!con!dos!diferentes!
grados!de!tostado!
!

En!el!Cuadro!6!se!muestra!la!capacidad!antioxidante!determinada!por!las!

técnicas!de!DPPH!y!ABTS!de!los!productos!de!la!digestión!gastrointestinal!in(vitro!

y!fermentación!colónica!in(vitro!del!CU.!!

Después!de!someter!al!CU,!de!ambos!grados!de!tostado,!a!una!digestión!

gastrointestinal!y!a!una!fermentación!colónica!in(vitro!(empleando!microbiota!de!un!

sujeto!con!sobrepeso!(SP)!y!uno!con!peso!normal!(PN)),!se!evaluó!su!capacidad!

antioxidante! con! el! fin! de! observar! su! comportamiento! a! lo! largo! del! tracto!

gastrointestinal.!

!

!

Cuadro! ! 6.! Capacidad! antioxidante! de! los! productos! de! la! digestión!
gastrointestinal!in!vitro!y!fermentación!colónica!in!vitro!del!café!usado!de!dos!
diferentes!grados!de!tostado.!

!
!

Muestra!

Capacidad!antioxidante!
DPPH! ABTS!

TOSTADO!
MEDIO!

TOSTADO!
OSCURO!!

TOSTADO!
MEDIO!

TOSTADO!
OSCURO!!

Café!usado! !!73.92!±!2.00
Db
! 72.46!±!1.01

Dc
! 80.55!±!0.73

Ca
! 80.13!±!0.51

Ca
!

Boca! 55.63!±!1.90
Fc
! 44.64!±!2.47

Gd
! 87.73!±!2.07

Ba
! 82.70!±!0.93

Bb
!

Estómago! 121.38!±!1.91
Cb
! 93.76!±!4.34

Cc
! !178.70!±!5.24

Aa
! !174.52!±!1.99

Aa
!

Intestino!Delgado!(Apical)!
15!min! 148.53!±!4.47

Aa
! 117.21!±!3.29

Ab
! 54.45!±!5.00

Dc
! 40.79!±!2.67

Dd
!

30!min! 132.43!±!5.17
Ba
! 109.29!±!4.93

Bb
! 23.16!±!2.53

Ec
! 25.80!±!1.65

Ec
!

60!min! 144.31!±!3.09
Aa
! 117.58!±!5.67

Ab
! 15.87!±!0.38

Fc
! !9.39!±!1.31

Gd
!

Fermentación!colónica!(peso!normal)!
6!h! 61.39!±!3.12

Ea
! 57.46!±!2.61

Fb
! !!5.45!±!1.04

Hc
! 4.06!±!1.10

Hc
!

12!h! 75.76!±!5.10
Da
! 65.77!±!6.40

Eb
! 10.00!±!1.36

Gc
! 7.94!±!1.16

Gc
!

24!h! 52.10!±!5.19
Fa
! 48.26!±!5.81

Ga
! 17.56!±!1.71

Fb
! !!15.40!±!2.85

Fb
!

Fermentación!colónica!(sobrepeso)!
6!h! 52.10!±!4.17

Fa
! !!!48.84!±!1.98

Gb
! 3.31!±!0.65

Hc
! 2.61!±!0.95

Hc
!

12!h! !!36.55!±!5.18
Ga
! !!33.26!±!4.31

Ha
! 2.70!±!0.67

Hb
! 3.14!±!0.82

Hb
!

24!h! 61.54!±!2.42
Ea
! !!55.35!±!4.07

Fb
! 3.01!±!0.68

Hc
! 2.31!±!0.77

Hc
!

!
DPPH!=!2,2.difenilY1Ypicrilhidracil.!ABTS!=!ácido!2,2’YazinobisY3etilbenzotiazolinaY6Ysulfónico).!

Letras!mayúsculas!diferentes!por!columna!expresan!diferencia!significativa!(α!=!0.05)!por!las!

pruebas!de!Tukey.!Letras!minúsculas!diferentes!por!fila!expresan!diferencia!significativa!(α!=!
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0.05)!por! las!pruebas!de!Tukey.!!La!actividad!antioxidante!de!DPPH!y!ABTS!es!expresada!

como! μmoles! eq! de! trolox/g! de! muestra.! Los! resultados! representan! la! media! de! 3!

experimentos!por!triplicado!+!ES.!

!

Por! la! técnica! de! DPPH,! se! observa! que! la! mayor! capacidad!

antioxidante!se!obtiene!en!el!intestino!delgado!(apical)!a!los!15,!30!y!60!min,!para!

ambos!tipos!de!tostado]!estos!valores!son!mayores!al!CU!evaluado!antes!de!ser!

sometido! a! la! digestión! gastrointestinal! in( vitro,! lo! que! sugiere! que! las! enzimas!

presentes! en! la! boca,! estómago! e! intestino! delgado! hidrolizan! la! muestra! para!

permitir!que!los!compuestos,!como!los!polifenoles!estén!disponibles.!Esto!refleja!el!

orden!de! la!contribución! fenólica!antioxidante!en!el!ensayo!de!DPPH,!donde! los!

monómeros! fenólicos! (ácidos! caféico,! ferúlico! e! isoferúlico)! se! metabolizan! y!

rápidamente!son!absorbidos!en!el!tracto!gastrointestinal,!apareciendo!rápidamente!

en! el! plasma! (entre! 0.5! y! 2! h).!Más! tarde! la!microbiota! colónica!metaboliza! los!

taninos!poliméricos!gastrointestinalmente!estables!a!los!principales!metabolitos!en!

plasma!humano!(ácidos!dehidroferulicos!y!dihidrocaffeicos)!que!son!reabsorbidos!

en!el!colon!(Renouf!et(al.,!2014).!Los!resultados!demuestran!que!los!polifenoles!del!

CU!son!liberados!durante!la!digestión!gastrointestinal!simulada,!además!de!tener!

potencial!para!eliminar!los!radicales!libres.!La!actividad!antioxidante!en!el!intestino!

delgado! probablemente,! sugiere! la! presencia! de! ácidos! clorogénicos! libres!

fácilmente! metabolizables! y! debido! a! que! estos! contribuyen! con! la! actividad!

antioxidante!(Mullen!et(al.,(2013).!Durante!la!fermentación!colónica!de!PN!y!SP!se!

muestra! diferencia! estadística! a! las! 6! 12! y! 24! h! de! fermentación.! Así!mismo! el!

tostado! influye!en! la! liberación!de! los!compuestos! fenólicos!al!mostrar!diferencia!

estadística!entre!el!TM!y!TO.!Nuestros!resultados!demuestran!que!los!polifenoles!

del!CU!son!liberados!durante!la!digestión!gastrointestinal!simulada!para!eliminar!los!

radicales!libres.!!

Por!la!técnica!de!ABTS,!la!mayor!capacidad!antioxidante!se!obtuvo!en!

el!estómago!con!valores!de!178.70!y!174.52!μmoles!eq!de!trolox/g!de!muestra!para!

el!TM!y!TO,!respectivamente,!esto!concuerda!con!lo!reportado!por!CamposYVega!

et( al.! (2015),! donde! el! TO!muestra! la!mayor! actividad! antioxidante.! Además! se!

puede!observar!en!esta!misma!técnica!existe!diferencia!estadística!significativa!para!

la!microbiota!de!PN!a!las!6,!12!y!24!h!de!fermentación!colónica,!sin!embargo!para!
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la! microbiota! de! SP! no! se! muestra! diferencia! estadística! significativa,! estos!

resultados!son!similares!a!lo!reportado!por!CamposYVega!et(al.,!(2015)!donde!se!

mostró! que! existe! diferencia! estadística! durante! la! fermentación! colónica.! En!

comparación!con!la!técnica!DPPH,!la!técnica!de!ABTS!muestra!que!el!tostado!no!

influye!en!la!capacidad!antioxidante!durante!la!fermentación!con!ambas!micriobiota,!

debido!a!que!no!se!muestra!diferencia!estadística!significativa.!!!

En!resumen,!la!actividad!antioxidante!medida!por!la!técnica!de!DPPH!

durante!la!digestión!gastrointestinal!in(vitro!y!fermentación!colónica!in(vitro!aumentó!

en! el! siguiente! orden:! boca<fermentación! colónica! (sobrepeso)! <fermentación!

colónica!(peso!normal)!<estómago<intestino!delgado]!el!orden!para!el!ensayo!ABTS!

fue:! fermentación! colónica! (sobrepeso)! <fermentación! colónica! (peso! normal)!

<intestino! delgado! <boca! <estómago.!Mostrando! que! existen! diferente! actividad!

antioxidante!a!lo!largo!del!tracto!gastrointestinal!y!por!ambas!técnicas,!por!lo!que!la!

capacidad! antioxidante! liberada! en! las! diferentes! etapas! proporciona! beneficios!

para!la!salud!sistémica!en!diferentes!tejidos!y!órganos!del!cuerpo.!Por!la!técnica!de!

DPPH!el!comportamiento!fue!similar!a!lo!reportado!por!GarcíaYGutiérrez!(2015),!sin!

embargo!por!la!técnica!de!ABTS!la!actividad!antioxidante!fue!diferente.!!

En!plantas,! la!mayoría!de! los!polifenoles!se!producen!en!sus! formas!

glicosiladas,! aunque! también! se! encuentran! modificaciones! tales! como!

esterificación!o!la!polimerización.!Una!vez!ingerido,!los!polifenoles!son!reconocidos!

por! el! cuerpo! humano! como! xenobióticos,! y! por! lo! tanto! su! biodisponibilidad! es!

relativamente! baja! en! comparación! con! los! micro! y! macronutrientes.! Más! aún,!

dependiendo! de! su! grado! de! complejidad! estructural! y! la! polimerización,! estos!

compuestos!pueden!ser!fácilmente!absorbidos!en!el!intestino!delgado!(es!decir,!los!

polifenoles! de! bajo! peso! molecular! tales! como! las! estructuras! monoméricas! y!

diméricas)!(Appeldoorn!et(al.,(2009)!o!alcanzar!el!colon!casi!sin!cambios!(Bosscher!

et(al.,!2009]!Manach!et(al.,!2005).!Se!ha!estimado!que!sólo!el!5Y10!%!de!la!ingesta!

total!de!polifenoles!se!absorbe!en!el!intestino!delgado.!Los!polifenoles!restantes!(90Y

95!%!de!la!ingesta!total)!pueden!acumularse!en!el!intestino!luminal!(junto!con!los!

conjugados!se!excretan!en!el!lumen!intestinal!a!través!de!la!bilis),!que!se!someten!

a!las!actividades!enzimáticas!de!la!microbiota!intestinal.!La!microbiota!colónica!es!



! 92!

responsable!del!metabolismo!de!las!estructuras!polifenolicas!originales!para!formar!

una!serie!de!metabolitos!fenólicos!de!bajo!peso!molecular!que,!una!vez!absorbidos,!

podrían!ser!responsable!de! los!efectos!sobre! la!salud!derivados!del!consumo!de!

alimentos!rico!en!polifenoles!(D’Archivio!et(al.,!2007]!Jacobs,!et(al.,!2009]!Manach,!

et(al.,(2004]!Serrano!et(al.,!2009).!Los!efectos!protectores!de!las!manzanas!se!han!

atribuido! principalmente! a! sus! propiedades! antiYoxidantes,! estas! han! mostrado!

contener!varios!fitoquímicos!relacionados!con!el!efecto!protector!en!el!cáncer!(Liu,!

2004).!Por!lo!que!os!componentes!fenólicos!de!manzanas!estan!relacionados!con!

la!inhibición!de!cáncer!de!colon,!siendo!Eberhardt!et(al.!(2000)!quienes!reportan!que!

los!extractos!de!manzana!(tanto!con!y!sin!piel)!inhibieron!la!proliferación!de!células!

CacoY2!de!una!manera!dosis!dependiente.!!!

La!biodisponibilidad!y!los!efectos!de!los!polifenoles!dependerá!en!gran!

medida! de! su! transformación! por! componentes! específicos! de! la! microbiota!

intestinal! a! través! de! actividades! de! esterasa,! glucosidasa,! desmetilación,!

deshidroxilación! y! descarboxilación! (Aura,! 2008).! Los! polifenoles! están!

comúnmente!presentes!en!los!alimentos!vegetales!como!forma!ligada,!con!mayor!

frecuencia!conjugada!como!glucósidos,!y!la!mayoría!de!ellos!son!metabolizados!por!

la!flora!intestinal!(Bowey(et(al.,!2003]!Larrosa!et(al.,!2009a).!Compuestos!fenólicos!

dietéticos! no! absorbidos! y! sus! metabolitos! se! ha! demostrado! que! ejercen!

actividades!antimicrobianas!o!bacteriostáticas!(Lee!et(al.,!2006).!Estos!metabolitos!

inhiben!selectivamente!el!crecimiento!de!patógenos!y!estimulan!el!crecimiento!de!

las! bacterias! comensales,! incluyendo! también! algunos! probióticos! reconocidos!

influyendo!así!en!la!composición!de!la!microbiota!(Larrosa!et(al.,!2009b).!

La! presencia! de! compuestos! fenólicos! liberados,! y! su! actividad!

antioxidante!en!el!colon,!pueden!ejercer!un!efecto!local!y!su!posterior!absorción!a!

través!de!las!células!del!epitelio!produciendo!beneficios!para!la!salud!en!diferentes!

diferentes! tejidos! y! órganos! del! cuerpo.! Se! requiere! más! investigación! para!

confirmar!los!efectos!antioxidantes!en!la!salud!del!CU,!debido!a!que!se!ha!informado!

que! compuestos! fenólicos! aumentan! la! capacidad! antioxidante! del! plasma! y! la!

actividad!antioxidante!de!enzimas!en!adultos!humanos!sanos!(OliverasYLópez(et(al.,!

2014).!
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VI.7!Capacidad!antioxidante!durante!la!absorción!in!vitro!usando!un!modelo!
de!saco!intestinal!invertido!!

En!el!Cuadro!7!se!presentan!los!cambios!en!la!capacidad!antioxidante!

evaluados! por! los!métodos! DPPH! y! ABTS! durante! la! etapa! de! absorción! de! la!

digestión!gastrointestinal!in(vitro!del!café!usado!con!diferentes!grados!de!tostado,!

determinandose!capacidad!antioxidante!del!lado!basolateral!del!intestino!delgado.!!

!

Cuadro! ! 7.! Capacidad! antioxidante! de! los! compuestos! del! café! usado! que!
fueron!permeables/absorbidos! in!vitro!usando!un!modelo!de!saco!intestinal!
invertido.!

!
!

Muestra!!

Capacidad!antioxidante!
Intestino!delgado!basolateral!(BL)!
DPPH! ABTS!

TOSTADO!
MEDIO!

TOSTADO!
OSCURO!!

TOSTADO!
MEDIO!

TOSTADO!
OSCURO!!

Saco!intestinal!invertido!

15!min! 36.84!±!4.2B
b
! 49.16!±!2.80

b
! 10.71!±!4.35

b
! 15.30!±!0.62

a
!

30!min! 60.88!±!3.23
a
! 60.68!±!3.13

a
! 18.76!±!3.48

a
! 13.62!±!3.46

a
!

60!min! 63.35!±!3.48
a
! 51.71!±!1.63

b
! 22.24!±!0.83

a
! 12.49!±!0.46

a
!

!

BL=!lado!basolateral!del!intestino!delgado.!DPPH!=!2,2.difenilY1Ypicrilhidracil.!ABTS!=!ácido!2,2’YazinobisY

3etilbenzotiazolinaY6Ysulfónico).!Letras!diferentes!por!columna!expresan!diferencia!significativa!(α!=!0.05)!

por! prueba! de!Tukey.! La! actividad! antioxidante! de!DPPH!y!ABTS!es! expresada! como!μmoles! eq! de!

trolox/g!de!muestra.!Los!valores!de!actividad!antioxidante!del!saco!intestinal!invertido!a!diferentes!tiempos!

corresponden!al!lado!basolateral.!Los!resultados!representan!la!media!de!3!experimentos!por!triplicado!+!

ES.!!

!

La!mayor!capacidad!antioxidante,!evaluada!por!DPPH,!se!obtuvo!en!la!

absorción!a!los!60!min!para!el!CU/TM!(63.35!μmoles!eq.!de!Trolox/g!de!muestra),!

en!cambio!para!el!CU/TO!se!observa!a!los!30!min!(60.68!μmoles!eq.!de!Trolox/g!de!

muestra).!Mientras!que!al!ser!evaluados!por!ABTS!la!mayor!capacidad!antioxidante!

para!CU/TM! fue!a! los!60!min! (22.24!μmoles!eq.!de!Trolox/g!de!muestra)!y!para!

CU/TO!fue!a!los!15!min!(15.30!μmoles!eq.!de!Trolox/g!de!muestra).!Estos!valores!

fueron!menores!que!los!reportados!por!CamposJVega(et(al.!(2015),!sin!embargo!el!

comportamiento!es!similar!a!medida!que!son!sometidos!a!digestión.!!!

Andlauer!y!Fürst! (2003)!realizó!un!estudio!utilizando! los! intestinos!de!

ratas!con!condiciones!controladas!sugiriendo!que!una!digestión!simulada!y!el!uso!

del!intestigno!delgado!aislado!de!rata!son!herramientas!adecuadas!para!investigar!

y!evaluar!la!influencia!de!la!matriz!alimentaria!sobre!el!manejo!intestinal.!El!intestino!
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aislado!facilita!investigaciones!de!manejo!intestinal!de!fitoquímicos,!permitiendo!de!

esta!manera!futuras!investigaciones!sobre!su!absorción,!transporte,!distribución!y!

metabolismo.! Este! conocimiento! es! un! requisito! previo! para! evaluar! la! función!

especial!de!fitoquímicos!en!la!salud!humana!y!la!enfermedad.!

Los!resultados!de!los!compuestos!absorbidos!sugieren!que!la!actividad!

antioxidante! del! CU! fue! modificada! por! la! acción! secuencial! de! las! enzimas!

digestivas,! incluidos! los! secretada! por! el! intestino! delgado! y! su! potencial!

biotransformación!a!través!de!la!membrana!intestinal.!La!relevancia!clínica!de!estos!

resultados!debe!ser!confirmado!por!estudios!de!biodisponibilidad!in(vivo((CamposY

Vega!et(al.,(2015).!

!

!

VI.8! Contenido! de! oligosacáridos! de! los! productos! de! la! fermentación!
colónica!in!vitro!del!café!usado!con!dos!diferentes!grados!de!tostado.!
!

En!el!Cuadro! 8! se!muestra! la! bioaccesibilidad!de! los! oligosacáridos,!

rafinosa,!estaquiosa!y!verbascosa,!durante!la!digestión!y!fermentación!colónica!in(

vitro! de! CU! con! dos! diferentes! grados! de! tostado! empleando! microbiota!

representativa!de!individuos!con!peso!normal!y!sobrepeso.!

Se!puede!observaque!que!aunque!rafinosa!no!fue!detectada!en!el!CU!y!

durante!la!digestión!gastrointentinal!in(vitro,!en!la!fermentación!colónica!in(vitro!se!

detecta!con!valores!mucho!más!altos!en!comparación!con!estaquiosa!y!verbascosa.!

Recordando! que! si! fue! detectado! en! el! grano! de! café! por! lo! que! el! proceso! de!

percolación!influyó!en!la!presencia!de!rafinosa.!!

!

!

!

!!

!

!
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Cuadro!!8.!Bioaccesibilidad!de!los!oligosacáridos,!determinados!por!HPLC,!en!
los!productos!de!la!digestión!gastrointestinal!y!fermentación!colónica!in!vitro!
del!café!usado!con!dos!grados!de!tostado.!!

!

!

Muestra!

Oligosacáridos!

Rafinosa! Estaquiosa! Verbascosa!
Tostado!!
medio!

Tostado!!
oscuro!

Tostado!!
medio!

Tostado!!
oscuro!

Tostado!!
medio!

Tostado!!
oscuro!

Café!usado! ND! ND! 0.69!±!0.01
Aa
! 0.68!±!0.02

Aa
! !0.66!±!0.03

Aa
! !!!0.68!±!0.01

Aa
!

Boca! ND! ND! 0.12!±!0.00
Ca
! !0.10!±!0.00

DEb
! 0.09!±!0.01

FGbc
! 0.07!±!0.01

DEc
!

Estómago! ND! ND! 0.23!±!0.00
Ba
! 0.12!±!0.01

Db
! 0.15!±!0.01

CDEb
! 0.15!±!0.01

BCb
!

Intestino!Delgado!(Apical)!
15!min! ND! ND! 0.21!±!0.01

Bb
! 0.33!±!0.01

Ba
! !!0.22!±!0.01

Bb
! !!0.22!±!0.01

Bb
!

30!min! ND! ND! !0.15!±!0.00
Cbc
! !0.17!±!0.01

Cab
! 0.19!±!0.00

BCa
! 0.13!±!0.01

BCDc
!

60!min! ND! ND! 0.06!±!0.01
Eb
! 0.16!±!0.01

Ca
! !0.14!±!0.02

CDEa
! !0.13!±!0.00

BCDab
!

Fermentación!colónica!(normal)!
6!h! 1.23!±!0.00

Ca
! 1.22!±!0.00

BCa
! !0.07!±!0.00

DEc
! 0.06!±!0.00

Fc
! 0.19!±!0.02

BCb
! !0.18!±!0.03

BCb
!

12!h! 1.76!±!0.12
Ca
! 1.41!±!0.56

BCa
! 0.05!±!0.01

Eb
! 0.05!±!0.00

Fb
! !0.09!±!0.01

EFGb
! !0.08!±!0.01

DEb
!

24!h!
ND! ND! 0.07!±!0.01

Eb
! !!0.07!±!0.00

EFb
! 0.13!±!0.00

DEFa
! 0.11!±!0.00

CDEab
!

Fermentación!colónica!(sobrepeso)!
6!h!

3.15!±!0.24
Ba
! 3.07!±!0.08

ABa
! !0.11!±!0.00

CDb
! !0.11!±!0.00

DEb
! !0.05!±!0.00

Gb
! !!0.04!±!0.01

Eb
!

12!h!
!!!4.53!±!0.17

Aa
! !!!4.47!±!0.04

Aa
! !!0.06!±!0.01

Eb
! !0.04!±!0.00

Fb
! !0.07!±!0.01

FGb
! !!0.04!±!0.00

Eb
!

24!h!
2.03!±!0.02

BCb
! 2.90!±!0.01

ABCa
! !0.15!±!0.00

Ccd
! !0.14!±!0.00

CDd
! 0.18!±!0.00

BCDc
! !0.16!±!0.00

BCcd
!

ND=!No!detectado.!Los!resultados!representan!la!media!de!3!experimentos!por!triplicado!+!ES.!La!
concentración! de! oligosacáridos! son! expresados! en! mg! equivalentes! de! rafinosa,! estaquiosa! y!

verbascosa! por! gramo! de!muestra,! respectivamente.! Letras!mayúsculas! diferentes! por! columna!

expresan!diferencia!significativa!entre!muestras,!por!compuesto,!a!diferentes!horas!(α!=!0.05)!por!

prueba!de!Tukey.! Letras!minúsculas!diferentes!por! fila! expresan!diferencia! significativa!entre! las!

diferentes!muestras,!por!compuesto,!de!cada!grupo!a!la!misma!hora!!(α!=!0.05)!por!prueba!de!Tukey.!

!

Durante! la!digestión!de! los!oligosacáridos!ocurren!algunas!hidrólisis!hasta!

que!llegan!al!colon!para!ser!fermentados!por!la!microbiota.!En!la!boca!la!αYamilasa!

de!la!saliva,!la!cual!es!una!glicosidasa!que!hidroliza!los!enlaces!glicosídicos!α(1Y4)!

para! formar!amilosa!y!amilopectina!y!de!esta! forma!producir!oligosacáridos.!Una!

porción!de!almidon!de!granos!y!ciertos!vegetales!y!otros!almidones!resistentes!no!

son! digeridos,! por! lo! que! ocurre! una! diegstión! de! los! oligosacáridos! (Gropper! y!

Smith,!2012).!Sin!embargo,!en!la!boca!ocurre!un!descenso!de!casi!un!85!%!lo!cuales!

se! cree! que! es! debido! a! la! acción! enzimática! de! la! boca! para! liberar! algunos!

oligosácaridos.!La!acción!de!la!amilasa!salival!continúa!en!el!estómago!hasta!que!

el!ácido!gástrico!penetra!en!el!bolo!alimenticio!y!baja!el!pH!suficientemente!para!

inactivar! la! enzima,! sin! embargo! en! el! estómago! no! se! produce! la! digestión! de!

carbohidratos! (Gropper! y! Smith,! 2012).! Se! observó! un! ligero! aumento! de! los!

oligosacáridos!(estaquiosa!y!verbascosa!de!ambos!grados!de!tostado)!de!la!boca!
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al!estómago,!con!valores!de!0.23,!0.12!y!0.15!,!0.15]!mg!equivalentes!por!gramo!de!

muestra,! TO,! TM]! estaquiosa! y! verbascosa! respectivamente.! Lo! que! sugiere! la!

influencia!de!las!condiciones!ácidas!del!intestino!sobre!la!matriz!del!alimento.!Sin!

embargo,! la! bioaccebilidad! de! rafinosa! para! ambos! grados! de! tostado! no! fue!

detectada!en!boca,!estómago!e!intestino!delgado.!!

En!el! intestino!delgado!ocurre!un!descenso!de!manera!dosis!dependiente!

durante!los!15,!30!y!60!min!de!la!digestión!tanto!para!estaquiosa!como!verbascosa!

de!ambos!grados!de!tostado,!sin!embargo!Gropper!y!Smith,!(2012)!mencionan!que!

αYamilasa!pancreática!no!lleva!acabo!la!digestión!de!los!oligosacáridos.!!

Wichienchot!et(al.!(2010)!evaluaron!el!efecto!de!la!αYamilasa!humana!en!la!

pitaya,!fruta!nativa!de!México,!de!Centro!América!y!Sudamérica!reportando!que!la!

saliva!humana!alfaYamilasa!a!pH!4!Y!8!muestra!que!pH!alto!dio!un!grado!de!hidrolisis!

significativamente!mayor,!pero!sin!diferencia!estadística!significativa!a!pH!4!y!5.!La!

hidrolisis!máxima!a!pH!4,!4,!5,!6,!7!y!8!fue!2.90!%,!3.08!%,!3.28!%,!6.88!%!y!11.18!

%,!respectivamente,!después!de!30!min!de!incubación.!La!hidrólisis!máxima!de!un!

prebiótico,!como!la!inulina,!aumentó!a!pH!más!alto,!dando!valores!de!5.72!%,!8.03!

%,!7.39!%,!12.32!%!y!16.22!%!a!pH!4,!5,!6,!7!y!8,!respectivamente.!Por!lo!tanto,!los!

oligosacáridos!de!la!pitaya!tenían!significativamente!más!resistencia!enzimática!en!

comparación!con!la!inulina.!Se!estima!que!alrededor!del!50!%!de!los!oligosacáridos!

de! pitaya! consumidos! alcanzaría! el! colon! ya! que! algunos! de! ellos! fueron!

hidrolizados!por!la!α!Yamilasa!(16!%),!por!el!ácido!en!el!estómago!(2.5!%)!y!por!las!

enzimas! del! borde! de! las! microvellosidades! en! el! intestino! delgado! (30!%).! En!

términos! generales,! los! hidratos! de! carbono! se! digirieron! principalmente! en! el!

intestino! delgado! (30! %),! donde! algunas! enzimas! del! borde! de! las!

microvellosidades,!es!decir,!isomaltasa,!glucoamilasa,!maltasa,!sacarasa!y!lactasa,!

hidrolizan!glucosacaridos!vinculados!en!los!enlaces!!α!(1Y4)!y!α!(1Y6)!presentes!en!

el! intestino!delgado!y!producen!monoscaridos!como!productos!finales!!(Johnson,!

2013).!Se!ha!informado!de!que!el!88!%!de!inulina!y!oligoYfructosa!alcanzan!el!colon!

(Cummings!y!Macfarlane,!2002).!!

Gnoth!et(al.((2000)!evaluaron!el!efecto!de!oligosacáridos!de!la!leche!humana!

en! una! digestión! in( vitro.! Para! esto! se! incubaron! oligosacáridos! con! αYamilasa!
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salival!humana,!amilasa!pancreática!porcina!a!diversos!pH!con!diferentes!intervalos!

de! tiempo,! reportando! que! solo! pequeñas! cantidades! de! los! oligosacáridos! son!

digeridos!por!las!enzimas!que!se!presentan!dentro!del!tracto!gastrointestinal!de!los!

lactantes]! además! reportan! que! amilasa! pancreática! porcina! no! degradan! los!

oligosacáridos!presentes!en!la!leche!humana,!los!resultados!coinciden!con!el!tiempo!

de!incubación!y!la!actividad!de!la!enzima!utilizada!en!los!estudios!de!digestión!con!

amilasa! salival! y! amilasa! pancreática! utilizando! condiciones! similares! in( vivo!

(Anders,!1956).!!

A! nivel! del! colon,! la!mayor! bioaccesibilidad! se!mostró! para! rafinosa! para!

ambos!grados!de!tostado.!Esto!sugiere!que!la!actividad!de!la!microbiota!influyó!en!

su! liberación!de! la!matriz,!ya!que,!si!bien!en!el!CU!no!fue!detectada,! los!valores!

obtenidos!en!la!fermentación!colónica!son!elevados.!La!microbiota!de!sujetos!con!

sobrepeso!mostro! la!mayor! bioaccesibilidad! de! rafinosa! (para! ambos! grados! de!

tostado)!en!comparación!con!los!sujetos!de!peso!normal,!observando!que!la!posible!

disbiosis!presente!en!la!microbiota!con!sobrepeso!influye!sobre!la!eficiencia!en!la!

utilización!de!estos!compuestos.!De!igual!forma!para!estaquiosa!los!valores!de!la!

microbiota!con!sujetos!con!sobrepreso!fueron!mayores!en!comparación!con!el!peso!

normal! en! ambos! grados! de! tostado.! Sin! embargo,! para! verbascosa! sucede! lo!

contrario,!observando!la!mayor!bioaccesiblidad!con!la!microbiota!de!peso!normal!en!

comparación!con!la!de!sobrepeso!para!ambos!grados!de!tostado.!Además!se!puede!

observar!que!para!los!oligosacáridos,!estaquiosa!y!verbacosa,!de!ambos!grados!de!

tostado,!la!mayor!biaccesiblidad!sucede!a!las!24!h!de!fermentación!con!la!microbiota!

de!sobrepeso!y!las!6!h!para!la!microbiota!de!peso!normal.!

A! medida! que! avanza! la! digestión! gastrointesintal! se! ha! sugerido! que!

verbascosa!y!estaquiosa!son!hidrolizados!a! rafinosa,!alcanzado!esta!su!máxima!

hidrólisis!en!el!proceso!de!fermentación]!lo!cual!podría!explicar!el!porque!es!mucho!

más!fácil!detectar!la!bioaccesibilidad!de!rafinosa!en!la!fermentación!colónica.!!

La! inulina!natural!es!un!mezcla!polidispersa!de!oligómeros!de!hidratos!de!

carbono!con!cadenas!lineales!(o!ramificados!en!pocos!porcentaje)!contenidas!por!

unidades! de! furctosa! teniendo! en! el! extremo! terminal! moleculas! de! glucosa! o!

fructosa!(De!Leenheer!y!Hoebregs,!1994).!Para!realizar!un!análisis!de!la!inulina!en!
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comparación! con! los! dos! diferentes! grados! de! tostado! durante! la! fermentación!

colónica! in( vitro,! en! el! Cuadro! 9! se! puede! observar! el! contenido! de! los!

oligosacáridos,! observando! en! la! inluina! la!mayor! cantidad! de! rafinosa,! 16.50! y!

14.67!mg!equivalentes!por!gramo!de!muestra!para!microbiota!de!peso!normal!y!de!

sobrepeso!respectivamente.!!

Los! valores! de! inulina! para! estaquiosa! y! verbascosa! no! presentaron!

diferencias!estadísticas!significativas!respecto!a!ambos!grados!de!tostado!durante!

las!6!y!12!h!de!fermentación,!sin!embargo!durante!la!fermentación!de!la!inulina!a!

las! 24! h! se!muestra! diferencia! estadística! respecto! al!CU,! para! ambos! tipos! de!

oligosacáridos]! ! por! lo! que!el!CU!muestra! valores! similar! a! la! inulina! tanto! para!

estaquiosa! y! verbascosa,! pero! un!mayor! contenido! de! rafinosa! utiizando! inulina!

como!sustrato!para!las!bacterias,!y!con!ambas!microbiotas.!!

Higashimura! et( al.! (2016)! investigaron! el! efecto! de! agaroYoligosacáridos!

sobre! la! disbiosis! intestinal! inducida! por! una! dieta! alta! en! grasa! en! ratones,!

sugieriendo! que! los! oligosacaridos! protegen! al! intestino! y! de! desordenes!

relacionados.!!

Los! ácidos! grasos! de! cadena! corta! (AGCC),! especialmente! acético,!

propiónico! y! butírico,! son! los! principales! productos! finales! de! los! procesos! de!

fermentación!de!la!microbiota!en!el!intestino!grueso]!estos!metabolitos!se!forman!

predominantemente! a! partir! de! polisacáridos! y! oligosacáridos! y! precursores! de!

glicoproteínas! (Macfarlane! y! Macfarlane,! 2002).! Los! oligosacáridos! han! sido!

vinculados! como! sustratos! de! fermentación! en! el! colon! generando! las!mayores!

cantidades!de!estos!AGCC!en!su!metabolismo!por!parte!de!la!microbiota!colónica.!

!

!

!
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!
!
Cuadro''9.'Cantidad'de'oligosacáridos,'determinados'por'HPLC,'en'los'productos'de'la'fermentación'colónica'in#
vitro#del'café'usado'con'dos'grados'de'tostado,'así'como'de'la'inulina.''

!
!

Oligosacáridos'
Rafinosa' Estaquiosa' ' ' Verbascosa'

Tostado'
oscuro'

Tostado'
medio' Inulina' Tostado'

oscuro'
Tostado'
medio' Inulina' Tostado'

oscuro'
Tostado'
medio' Inulina'

Fermentación'colónica'(peso'normal)'
6'h! 1.22!±!0.00BCb! 1.23!±!0.00Cb! 16.50±3.86Aa! 0.06!±!0.00CDb! 0.07!±!0.00Cb! 0.07!±!0.02!Ab! !0.18!±!0.03Ab! 0.19!±!0.02Ab! 0.06!±!0.01ABb!
12'h! 1.41!±!0.56BCa! 1.76!±!0.12Ca! ND! 0.05!±!0.00DEb! 0.05!±!0.01Cb! 0.02!±!0.00!Bb! !0.08!±!0.01Bb! !0.09!±!0.01BCb! 0.08!±!0.03Ab!
24'h! ND! ND! ND! 0.07!±!0.00Cbc! 0.07!±!0.01Cc! 0.06!±!0.00!ABc! 0.11!±!0.00ABab! 0.13!±!0.00Ba! 0.09!±!0.01Abc!

Fermentación'colónica'(sobrepeso)'
6'h! 3.07!±!0.08ABb! 3.15!±!0.24Bb! 14.67±2.56Aa! 0.11!±!0.00Bb! !0.11!±!0.00Bb! 0.04!±!0.01!ABb! 0.04!±!0.01Bb! 0.05!±!0.00Cb! 0.03!±!0.01Bb!
12'h! !4.47!±!0.04Aa! 4.53!±!0.17Aa! ND! 0.04!±!0.00Eb! !0.06!±!0.01Cb! 0.02!±!0.00!Bb! 0.04!±!0.00Bb! 0.07!±!0.01Cb! 0.03!±!0.01ABb!
24'h! 2.90!±!0.01ABCa! 2.03!±!0.02BCb! ND! 0.14!±!0.00Ae! 0.15!±!0.00Acde! 0.06!±!0.01!Af! 0.16!±!0.00Acd! 0.18!±!0.00Ac! 0.07!±!0.00ABf!

!
ND=!No!detectado.!Los!resultados!representan!la!media!de!3!experimentos!por!triplicado!+!ES.!La!concentración!de!oligosacáridos!es!expresada!
en!mg!equivalentes!de! rafinosa,! estaquiosa! y! verbascosa!por! gramo!de!muestra,! respectivamente.! Letras!mayúsculas!diferentes!por! columna!
expresan!diferencia!significativa!entre!estándar!a!diferentes!horas!(α!=!0.05)!por!prueba!de!Tukey.!Letras!minúsculas!diferentes!por!fila!expresan!
diferencia!significativa!entre!los!diferentes!estándares!de!cada!grupo!a!la!misma!hora!!(α!=!0.05)!por!prueba!de!Tukey.!
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Hasta%el%momento%no% se% tiene% reportado% la% liberación%de%oligosacáridos%a%

partir%del%CU,%con%dos%grados%de%tostado,%así%como%la% influencia%de% la%microbiota%

colónica%(peso%normal%y%sobrepeso),%sugiriendo%que%el%CU%podría%ser%reconocido%por%

su%efecto%prebiótico%proveniente%de%los%oligosacáridos,%entre%otros%compuestos,%así%

como% su% efecto% benéfico% a% la% salud% de% quién% lo% consume.% Sin% embargo% se% ha%

evaluado%los%efectos%de%otras%matrices%de%alimento%como%el%de%los%oligosacaridos%en%

frijol,% los% cuales% se% ha% informado% que% tiene% propiedades% prebióticas% (Gatesoupe,%

1999)G%así%como%lo%reportado%por%CamposHVega%et#al.%(2009)%quienes%sugieren%que%

las%semillas%de%las%diferentes%variedades%de%frijol%común%cocidos%son%una%excelente%

fuente% de% proteínas,% almidón% resistente,% oligosacáridos,% y% de% fibras% solubles% e%

insolublesG% además% son% una% buena% fuente% de% carbohidratos% no% digeridos% y%

compuestos% fenólicos% (taninos% condensados)% que% pueden% ser% fermentados% en% el%

colon%y%producen%AGCC%los%cuales%contribuyen%a%la%mucosa%del%colon%sano.%En%un%

estudio%realizado%por%Zhou%et#al.#(2012)%se%suguiere%que%los%oligosacáridos%del%frijol,%

compuestos%principalmente%por%estaquiosa%y%rafinosa,%podrían%estar%asociadas%con%

la%mayor%tasa%de%digestión%a%través%de%un%aumento%de%la%degradación%microbiana,%

además%de%que%alteran%la%producción%de%AGCC%y%población%microbiana%in#vitro,%por%

lo%que%podría%aumentar%el%complejo%y%la%diversidad%de%las%poblaciones%bacterianas,%

pues% los% oligosacaridos% del% frijol% aumentan% el% radio% de% Bifidobacterium,% pero%

disminuyendo%el%radio%de%Escherichia#coli#y%Streptococcus%comparado%con%el%grupo%

de% glucosa.% # Además% estudios% anteriores% han% indicado% que% la% suplementación%

dietetica%con%estos%oligosacaridos%del%frijol%dismimuye%los%contendios%en%plasma%de%

urea%N%y%NH3,%pero%incrementa%las%proteínas%totales%y%algunos%aminoácidos%en%miniH

cerdos%Huanjiang%(Zhou%et#al.,%2012).%

Es%importante%mencionar%que%el%proceso%de%fermentación%de%oligosacáridos%

en%el%colon%no%está%bien%especificado,%sin%embargo%estos%pueden%estimular%en%el%

colon%el%crecimiento%y/o%la%actividad%metabólica%de%diferentes%especies%bacterianas,%

incluyendo%especies%que%son%benéficas%como%perjudiciales%para%la%salud%(Wang%y%

Gibson,%1993).%

%

%
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VI.9% Coeficiente% de% permeabilidad% aparente% de% los% oligosacáridos% del% café%

usado%digerido%in#vitro%usando%un%modelo%de%saco%intestinal%invertido.%%

!
Se%evaluó% la%permeabilidad% intestinal%de% los%oligosacáridos%(estaquiosa%y%

verbascosa)%del%café%usado%por%el%método%de%saco%intestinal%invertido%y%se%muestran%

en%el%Cuadro%10.%

%

Cuadro% % 10.% Coeficiente% de% permeabilidad% aparente% de% los% oligosacáridos,%
determinados%por%HPLC,%del%café%usado,%con%dos%grados%de%tostado,%digerido%
in#vitro%usando%un%modelo%de%saco%intestinal%invertido.%

Letras%diferentes%por%columna%expresan%diferencia%significativa%(α%=%0.05)%por%prueba%de%Tukey.%Papp%

A%→%B=% Transporte% de% compuestos% del% lado% apical% al% basolateral.% Papp% B%→%A=% Transporte% de%

compuestos%del%lado%basolateral%al%apical.%Los%resultados%representan%la%media%de%3%experimentos%

por%triplicado%+%ES.%

%

Al% evaluar% la% permeabilidad% intestinal% de% los% oliogosacáridos:% rafinosa%

estaquiosa%y%verbascosa,%del%CU%con%dos%diferentes%grados%de%tostado,%el%contenido%

de%rafinosa,%en%ambos%grados%de%tostado,%no%se%detectó%en%el%lado%basolateral%del%

intestino%(datos%no%presentados).%%

La% relación%del% flujo%de% transporte%de% los% lados%apical%y%basolateral%varía%

dependiendo%de%los%compuestos%transportados,%así%como%de%tiempo%de%incubación.%

Como%podemos%observar%en%los%resultados%los%valores%de%Papp%(A%�%B)%y%(B%�%A)%

van%en%aumento%conforme%va%aumentado%el% tiempo%de% incubación,%alcanzado% los%

valores%mas%altos%a% los%60%min,% tanto%para%estaquiosa%y%verbascosa,%para%ambos%

grados%de%tostado.%%

%
Parámetro%

Tiempo%de%
incubación%
(min)%

Papp%
A%�%B%%

(cm/s%x%10I1)%

Papp%
B%�%A%%

(cm/s%x%10I1)%

Relación%de%flujo%
(B→A)%/%(A→B)%

(cm/s)%
%

%

Estaquiosa%

%

Tostado%

medio%

15% 0.329
f
% 0.465

f
% 1.381%

30% 1.018
bcde
% 0.653

ef
% 0.638%

60% 1.406
ab
% 0.599

ef
% 0.369%

%

Tostado%

oscuro%

15% 0.620
cdef
% 1.376

cd
% 2.357%

30% 1.570
ab
% 1.439

cd
% 0.944%

60% 2.099
a
% 2.725

a
% 1.333%

%

%

Verbascosa%

%

Tostado%

medio%

15% 0.442
ef
% 0.761

ef
% 1.692%

30% 1.113
bcd
% 1.293

d
% 1.187%

60% 1.557
ab
% 1.889

b
% 1.272%

%

Tostado%

oscuro%

15% 0.413
def
% 0.733

ef
% 1.833%

30% 1.205
bc
% 0.900

e
% 0.722%

60% 1.487
ab
% 1.755

bc
% 1.181%
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Artursson%et#al.%(2001)%en%su%estudio%intenta%correlacionar%la%permeabilidad%

del% fármaco% pasivo% en% monocapas% de% CacoH2% encontrando% fármacos%

completamente%absorbidos%con%altos%coeficientes%de%permeabilidad%(Papp%>%1%x%10
H6
%

cm/s),% mientras% que% los% fármacos% absorvidos% de% forma% incompleta% tenían%

coeficientes%de%baja%permeabilidad%(Papp%<%1%x%10
H7
%cm/s).%Por%lo%que%se%sugiere%que%

cuando%el%coeficiente%de%permeabilidad%aumenta%de%1%x%10
H7%
a%1%x%10

H6
%cm/s%con%un%

orden%de%magnitud,%la%fracción%absorbida%de%un%fármaco%aumenta%de%0%a%100%%%in#

vivo.%Como%se%puede%observar%los%resultados%de%este%trabajo%se%encuentran%>%1%x%

10
H6
%cm/s,%lo%que%significa%que%tiene%un%alto%coeficiente%de%permeabilidad.%%Además%

se%mostro%un%mayor%transporte%en%el%sentido%B%�%A%en%la%mayoría%de%los%compuestos%

evaluados% lo% que% sugiere% que% verbascosa% y% estaquiosa% presentes% en% el% CU% de%

ambos%grados%de%tostado%pueden%actuar%como%sustrato%para%los%transportaodres%de%

flujo% de% salida% (como% PHglicoproteínas)% (Stenberg% et# al.,% 2001).% Es% importante%

mencionar%que%los%compuestos%transportados%a%través%de%la%membrana%epitelial%en%

la% dirección% (A% � % B)% % podría% darse% principalmente% por% mecanismos% pasivos%

(Stenberg%et#al.,%2001).%

Hasta%el%momento%éstos%son%los%primeros%resultados%de%la%permeabilidad%

de% los%oligosacaridos,%verbascosa%y%estaquisa%en%CU,%sin%embargo%es%necesario%

extrapolar%los%resultados%de%estos%experimentos%con%seres%humanos%debido%a%que%

la%permeabilidad%intestinal%de%ratas%es%superior%a%la%de%los%seres%humanos%(Nejdfors%

et#al.,%2000).%%

%

%

VI.10%Determinación%de%las%melanoidinas%en%los%productos%de%la%fermentación%

colónica%in#vitro%del%café%usado%con%dos%diferentes%grados%de%tostado.%
%

En%el%Cuadro%11% se%muestra% la% bioaccesibilidad%de% las%melanoidinas,%

durante%la%digestión%y%fermentación%colónica%in#vitro,%para%el%CU%con%dos%diferentes%

grados%de%tostado%y%empleando%microbiota%representativa%de%individuos%con%peso%

normal%y%con%sobrepeso.%

%
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%

%

Cuadro% 11.% Bioaccesibilidad% de% las% melanoidinas% en% los% productos% de% la%
digestión%gastrointestinal%y%fermentación%colónica%in#vitro#del%café%usado%con%
dos%grados%de%tostado.%%

%

Muestra%
Melanoidinas%

Tostado%medio% Tostado%oscuro%
Café%usado% 9.11%±%0.21

Ba
%% 8.77%±%0.31

Aa
%

Boca% 6.34%±%0.43
Ca
% 4.67%±%0.35

Db
%

Estómago% 2.35%±%0.17
Fa
% 1.09%±%0.05

Gb
%

Intestino%Delgado%(Apical)%
15%min% 10.00%±%0.21

Ha
% 9.05%±%0.24

Aa
%

30%min% 9.21%±%0.16
Ga
% 7.70%±%0.19

Bb
%

60%min% 3.82%±%0.37
Fb
% 6.48%±%0.10

Ca
%

Fermentación%colónica%(normal)%
6%h% 0.49%±%0.11

Cb
% %%1.12%±%0.06

Ga
%

12%h% 1.38%±%0.08
Ca
% %%1.41%±%0.02

Ga
%

24%h% 2.05%±%0.10
Ca
% %%2.30%±%0.38

Fa
%

Fermentación%colónica%(sobrepeso)%
6%h% 3.06%±%0.04

Ea
% 3.23%±%0.24

Ea
%

12%h% 2.28%±%0.06
Fb
% 2.98%±%0.16

Ea
%

24%h% 2.99%±%0.21
Ea
% 3.05%±%0.12

Ea
%

!
Los%resultados%representan% la%media%de%3%experimentos%por%triplicado%+%ES.%La%concentración% las%
melanoidinas%son%expresados%en%g/100g%de%melanoidinas.%Letras%mayúsculas%diferentes%por%columna%

expresan% diferencia% significativa% entre% diferente% etapa% (α% =% 0.05)% por% prueba% de% Tukey.% Letras%

minúsculas%diferentes%por%fila%expresan%diferencia%significativa%entre%los%diferentes%tipos%de%tostado%

en%la%misma%etapa%(α%=%0.05)%por%prueba%de%Tukey.%

%

Las% melanoidinas% se% han% estudiado% en% los% últimos% años% debido% a% sus%%

implicaciones% tecnológicas,% nutricionales,% biológicos% y% de% salud,% tales% como% la%

capacidad%antioxidante%(DelgadoHAndrade%y%Morales,%2005G%DelgadoHAndrade#et#al.,%

2005),%las%propiedades%de%metalHquelantes%(Morales%et#al.,%2005)%y%antimicrobiano%

(RufiánHHenares%y%Morales,%2006),%y%en%la%actividad%antihipertensiva%in#vitro%(RufianH

Henares%y%Morales,%2007).%En%línea%con%su%actividad%antioxidante,%algunos%efectos%

fisiológicos% de% las%melanoidinas% de% café,% tras% la% digestión% gastrointestinal,% estan%

relacionadas% con% la% capacidad% para% proteger% las% células% de% hepatoma% HepG2%

humano% contra% ataque%oxidativo%mediante% la%modulación%de% la% concentración%de%

glutatión% reducido,% la%producción%de%malondialdehído%y% la%actividad%de% la%enzima%

antioxidante,%aunque%los%mecanismos%de%acción%siguen%siendo%desconocido%(Goya%

et# al.,# 2007).% Debido% a% esto% se% planteó% evaluar% la% bioaccesibilidad% de% las%

melanoidinas%en%el%CU.%
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Despues% de% someter% los% productos% de% la% digestión% gastrointestnal% y%

fermentación%colónica% in#vitro%a%una%ultrafiltración%usando%un%Microcon%YMH10%con%

celulosa% a% 10KDa% se% obtuvo% la% fracción% reteneida% de% APM,% encontrando% que% la%

mayor%bioaccesibilidad%de%las%melanoidinas%(APM)%fue%mayor%durante%la%digestión%

en%el%intestino%delgado%(15min)%del%CU%de%ambos%grados%de%tostado%(9.05%y%10.00,%

TO% y% TM,% g% de% melanoidinas/100g% de% muestra).% Faist% y% Erbersdobler% (2001)%

informaron% en% estudios% de% tránsito% metabólico% de% melanoidinas,% realizado%

principalmente%en%ratas,%que% las%melanoidinas%son%parcialmente%absorbidas%en%el%

intestino%delgado,% sugieriendo%que% los%mecanismos%de% transporte% tienen%que%ser%

investigados.%%%

Homma% y% Fujimaki% (1981)% investigaron% el% destino% de% las% melanoidinas,%

obtenidas%de%un%calentamiento%de%glucosa%con%glicina,%de%APM%adicionadas%a%una%

dieta%estándar%de%ratas.%Los%autores%suguieren%que%las%melanoidinas%de%APM%en%la%

dieta% son% degradas% en% fracciones% de% bajo% peso% molecular% (BPM)% por% los%

microorganismos% intestinales,% y% algunos% de% los% productos% de% degradación% son%

absorbidos%en%el% intestino%delgado.%Nair%et# al.# (1981)% confirmó% los% resultados%en%

estudios% de% tránsito% en% ratas%mediante% incubación% gástrica% de%melanoidinas,% los%

diferentes% productos% de% reacción% se% separaron% en% fracciones% de% APM% y% BPM,%

obteniendo% que% esta% última% fue% absorbida% de% hasta% 85%%,% principalmente% en% el%

intestino% delgado.% Faist% y% Erbersdobler% (2001)% reportan% que% las% fracciones%

absorbidas% no% son% utilizadas% por% el% organismo% y% se% excretan% ligeramente%

modificadas% o% sin% modificar% por% la% orina.% También% se% demostró% que% los% riñones%

retienen%estos%metabolitos%más%tiempo%que%otros%órganos,%por%ejemplo,%el%hígado.%

Además%se%ha%sugerido%que%las%melanoidinas%de%BPM%sin%absorción,%sufren%

degradación%intestinal%por%las%enzimas%digestivas%o%microbiana,%mientras%que%las%de%

APM%parecen%no%ser%degradados%en%cantidades%considerables%(O’Brien%y%Morrissey,%

1989).%Ames%et#al.% (1999)%demostraron%que%durante% la%simulación%de% la%digestión%

péptica%y%de%páncreas%no%se%forman%fracciones%de%BPM,%pero%que%las%melanoidinas%

estimulan% el% crecimiento% de% bacterias% anaeróbicas% intestinales% in# vitro.# Esta%

información%coincide%con%lo%reportado%por%Horikoshi%et#al.%(1981)%quienes%reportaron%

un%aumento%de%los%lactobacilos%aeróbico%y%anaeróbico%en%ratas%alimentadas%con%una%
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mezcla% de% glicinaHglucosa% durante% 4% meses.% Sin% embargo% en% este% trabajo% la%

bioaccesibilidad%de%las%melanoidinas%fue%mucho%menor%en%la%fermentación%colónica,%

tanto%para%microbiota%de%peso%normal%y%de%sobrepeso,%sugierendo%que%las%bacterias%

utilizan%las%melanodinas,%debido%a%que%se%ha%reportado%que%productos%de%la%reacción%

de%Maillard%se%han%reconocido%que%son%capaces%de%modular%in#vivo%la%composición%

de% la%microbiota% intestinal% tanto% en% los% seres% humanos% y% en% ratas,% y% los% efectos%

específicos% son% susceptibles% de% ser% vinculados% a% la% estructura% química% y% las%

cantidades%dietéticas%de%los%diferentes%compuestos%de%pardeamiento%(Seiquer%et#al.,#

2014).%Además,%podemos%observar%mayores%valores%para% la%microbiota%de%sujeto%

con% sobrepeso,% lo% que% nos% indica% que% no% hay% un% aprovechamiento% de% estos%

productos%y%una%menor%actividad%de%las%bacterias%presentes%en%el%colon.%%

De%igual%forma%Lee#et#al.%(1992)%reportaron%que%la%absorción%y%distribución%de%

las%melanoidinas,%glucosaHglicina,%en%ratas%fue%tanto%para%melanoidias%de%APM%como%

de% BPM% fue% a% lo% largo% del% tractogastrointestinal.% Despues% de% administrar% las%

melanoidinas% de% APM% y% BPM% a% las% ratas% se%midió% la% distribución% en% estómago,%

intestino% delgado% y% colon,% siguiendo% el% patrón% de% intestino% delgado>%

colon>estómago,%teniendo%similitud%con%lo%reportado%en%este%trabajo.%%

El%tránsito%metabólico%de%los%productos%de%la%reacción%de%maillard,%como%las%

melanoidinas,% aún% no% están% completamente% aclaradas,% así% como% si% la% estructura%%

aislada%de%estas%se%someten%a% la%biotransformación%metabólica%y%posteriormente%

causan% efectos% fisiológicos% in# vivo.% Por% lo% que,% existe% poca% información% sobre% la%

absorción%de%melanoidinas%y%su%distribución%posterior%en%el%cuerpo%y%más%aun%en%el%

CU.%%

%

VI.11% Coeficiente% de% permeabilidad% aparente% de% las% melanoidinas% del% café%

usado%digerido%in#vitro%usando%un%modelo%de%saco%intestinal%invertido.%%
!

Se%evaluó% la% permeabilidad% intestinal% de% las%melanoidinas%del%CU%por% el%

método%de%saco%intestinal%invertido.%El%coeficiente%de%permeabilidad%aparente%de%las%

melanoidinas% sometido% a% digestión% in# vitro% usando% un%modelo% de% saco% intestinal%

invertido%se%muestran%en%el%Cuadro%12.%
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%

%

Cuadro%%12.%Coeficiente%de%permeabilidad%aparente%de%las%melanoidinas,%del%
café%usado,%con%dos%grados%de%tostado,%digerido%in#vitro%usando%un%modelo%de%
saco%intestinal%invertido.%

Letras%diferentes%por%columna%expresan%diferencia%significativa%(α%=%0.05)%por%prueba%de%Tukey.%Papp%

A%→%B=% Transporte% de% compuestos% del% lado% apical% al% basolateral.% Papp% B%→%A=% Transporte% de%

compuestos%del%lado%basolateral%al%apical.%Los%resultados%representan%la%media%de%3%experimentos%

por%triplicado%+%ES.%

%

%

Evaluando% la%biodisponibilidad% intestinal%de% las%melanoidinas%del%CU%con%

dos%diferentes%grados%de%tostado,%se%observa%que%debido%a%que%no%fueron%detectadas%

melanodinas%en%Papp%(A%�%B)%en%el%tiempo%de%incubación%de%15%min%para%TM%y%de%

60% para% TM% y% TO,% no% fue% posible% detectar% la% relación% de% flujo.% Sin% embargo% se%

observa% que% para% TO% los% valores% de% Papp% (A%�% B)% y% (B%�% A)% van% en% aumento%

conforme% va% aumentado% el% tiempo% de% incubación.% De% igual% forma% que% con% los%

oligosacaridos,%las%melanodinas%se%encuentran%>%1%x%10
H6
%cm/s,%lo%que%significa%que%

tiene%un%alto%coeficiente%de%permeabilidad% (Artursson%y%Karlsson,%1991).%Ademas%

podemos% observar% que% mayores% valores% de% permeabiliad% para% el% TO% en%

comparación%con%el%TM.%%%%

Una%relación% lineal%entre%el% flujo%A%�%B%y% la%B%�%A%en%varios%niveles%de%

concentración% indica%que%es%una%difusión%pasiva.%Sin%embargo% las%moléculas%que%

cruzan%la%barrera%epitelial%por%una%ruta%transcelular%tienen%una%permeabilidad%mucho%

mayor,%que%también%se%puede%cuantificar%mediante%el%sistema%de%saco%evertido%(Le%

Ferrec%et#al.,%2001).%

Los% sistemas% de% saco% intestinal% invertido% han% sido% utilizadas% para% el%

mecanismo%de%estudios%de%absorción%o%de%formulación%de%fármacos,%además%de%que%

%
Parámetro%

Tiempo%de%
incubación%
(min)%

Papp%
A%�%B%%

(cm/s%x%10I1)%

Papp%
B%�%A%%

(cm/s%x%10I1)%

Relación%de%
flujo%

(B→A)%/%(A→B)%
(cm/s)%

%

%

Melanoidinas%

%

Tostado%

medio%

15% H% 2.117
e
% H%

30% 0.238
c
% 3.903

c
% 16.358%

60% H% 3.233
d
% H%

%

Tostado%

oscuro%

15% 0.553
b
% 4.131

c
% 7.479%

30% 0.720
a
% 7.037

b
% 9.753%

60% H% 11.847
a
% H%
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tiene%como%ventaja%la%presencia%de%todos%los%tipos%de%células%y%la%capa%mucosa%(Le%

Ferrec% et# al.,% 2001).% Hasta% el% momento% son% los% primeros% resultados% de% la%

permeabilidad%de%las%melanoidinas%del%CU,%sin%embargo%es%necesario%extrapolar%los%

resultados%de%estos%experimentos%con%seres%humanos.%%

%

VI.12%Flujo%de%agua%durante%el%ensayo%de%permeabilidad%in#vitro%del%café%usado%
usado%de%dos%diferentes%grados%de%tostado.%

El% cambio% del% flujo% de% agua% durante% la% absorción% de% la% digestión%

gastrointestinal% in#vitro%de% los%compuestos%del%CU%con%dos%grados%de%tostado%fue%

monitoreado%a%los%15,%30%y%60%min,%representandose%este%cambio%en%el%Cuadro%13.%

La%absorción%ocurrió%a% través%de% la% transferencia%de%moléculas%de%agua%desde%el%

lado%apical%(afuera)%a%la%parte%basolateral%(dentro),%del%segmento%del%yeyuno%que%se%

utilizó%en%el%ensayo.%%

Como%se%observa%en%el%Cuadro%13%en%las%muestras%de%CU%de%ambos%grados%

de%tostado%así%como%el%blanco,%el%aumento%del%flujo%de%agua%en%forma%dependiente%

del%tiempo,%siendo%los%60%min%donde%se%encuentra%los%mayores%valores%con%0.06%y%

0.08%g%agua/g%intestino%para%TM%y%TO,%respectivamente,%por%lo%que%ambas%muestras%

siguieron%una%tendencia%al%aumentar%su%peso%desde%la%obtención%del%saco%intestinal%

sin% solución% amortiguadora,% el% saco% intestinal% antes% de% la% incubación% y% el% saco%

intestinal%después%de%la%incubaciónG%este%efecto%se%debió%al%poder%de%absorción%del%

saco.% Este% aumento% dependiente% del% tiempo% concuerda% con% lo% reportado% por%

(GarcíaHGutiérrez,%2015G%VazquezHSanchez,%2015),%mostrando%valores%más%altos,%

0.43% y% 0.26% g% agua/g% intestino% para% TM% y% TO% (VazquezHSanchez,% 2015).% Sin%

embargo,% en% experimentos% in# vitro,% la% tasa% de% captación% de% tejido% puede% verse%

afectada%por%factores%tales%como%pH,%temperatura%de%incubación,%concentración%de%

sustrato,%condiciones%aeróbicaa%y%la%presencia%de%inhibidores%metabólicos%(Tsubaki%

y%Komai,%1987).%%
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!

!

!
Cuadro''13.'Flujo'de'agua'durante'el'ensayo'de'permeabilidad'in#vitro'(saco'intestinal'invertido)'del'café'usado.''

!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
CU!=!café!usado.!TM!=!Tostado!medio.!TO!=!Tostado!oscuro.!I1!=!Saco!intestinal!sin!solución!amortiguadora!previo!a!la!incubación.!I2!=!Saco!
intestinal!con!solución!amortiguadora!previo!a!la!incubación.!I3!=!Saco!intestinal!con!solución!amortiguadora!posterior!a!la!incubación.!FA!=!Flujo!
de!Agua.!Los!resultados!de!los!parámetros!I1,!12!y!I3!son!expresados!en!gramos.!Los!resultados!de!FA!son!expresados!como!gramo!de!agua!por!
gramo!de!intestino!fresco.!Los!resultados!representan!la!media!de!3!experimentos!por!triplicado!+!ES.!Letras!minúsculas!diferentes!por!fila!expresan!
diferencia! significativa! de! cada! tiempo! de! incubación! de! ambas!muestras! bajo! diferentes! parámetros! (α! =! 0.05)! por! prueba! de! Tukey.! Letras!
mayúsculas!diferentes!por!columna!expresan!diferencia!significativa!de!los!diferentes!tiempos!de!incubación!de!ambas!muestras!por!separado.!

!
Muestra!

Flujo'de'agua'
I1! I2! I3! FA!

CU' TM' TO' TM' TO' TM' TO' TM' TO'
15'min' 1.40!±!0.28Ab! 1.33!±!0.01Ab! 2.81!±!0.46Aa! 2.26!±!0.29Aa! 2.87!±!0.45Aa! 2.65!±!0.29Aa! 0.04!±!0.02Ac! 0.03!±!0.01c!

30'min' 1.41!±!0.24Ab! 1.53!±!0.10Ab! 2.77!±!0.45Aa! 3.29!±!0.04Aa! 2.84!±!0.44Aa! 3.38!±!0.10Aa! 0.05!±!0.05Ac! 0.05!±!0.03c!

60'min' 1.29!±!0.33Acd! 1.38!±!0.07Abcd! 2.51!±!0.44Aabc! 3.18!±!0.80Aa! 2.59!±!0.41Aab! 3.29!±!0.68Aa! 0.06!±!0.04Ad! 0.08!±!0.09d!

Blanco'
15'min' 1.23!±!0.02Ab! 1.22!±!0.15Ab! 2.46!±!0.34Aa! 2.30!±!0.20Aa! 2.51!±!0.38Aa! 2.35!±!0.21Aa! 0.03!±!0.03Ac! 0.04!±!0.02c!

30'min' 1.27!±!0.09Ac! 1.62!±!0.01Ac! 2.73!±!0.28Ab! 3.49!±!0.01Aab! 2.79!±!0.26Aab! 3.58!±!0.06Aa! 0.04!±!0.03Ad! 0.05!±!0.06d!

60'min' 1.37!±!0.13Ab! 1.24!±!0.03Abc! 2.63!±!0.53Aa! 2.48!±!0.02Aa! 2.70!±!0.56Aa! 2.55!±!0.02Aa! 0.04!±!0.04Ad! 0.05!±!0.01cd!
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!
Además!en!este!trabajo!no!se!presentó!diferencia!estadística!en!ninguno!de!

los!tiempos!evaluados!para!el!FA.!Asimismo,!no!se!presentó!diferencia!estadística!

en!I1,!I2,!I3!y!FA!para!ambos!grados!de!tostado.!Por!lo!que!la!absorción!se!mantuvo!

a!lo!largo!de!digestión!y!permitiendo!mantener!la!humectabilidad.!El!modelo!de!saco!

intestinal! invertido!ha!sido!utilizado!con!éxito!para! los!estudios!de! interacción!de!

fármacos! (Alam!et# al.,! 2012).!Gurunath!et# al.,! (2014)!ha! realizado!estudios!para!

observar!la!influencia!que!tienen!los!fármacos!sobre!el!flujo!de!agua,!demostrando!

así!la!absorción!de!los!compuestos!y!la!viabilidad!del!tejido.!!!

!

VI.13&Efecto&de&los&productos&de&la&fermentación&colónica&in#vitro&de&la&FND&
del&café&utilizado&con&diferentes&grados&de&tostado&sobre&pH.&

El! colon! es! reconocido! como! un! órgano! metabólicamente! activo! que!

desempeña!un!papel!importante!en!el!mantenimiento!de!la!salud!general!del!cuerpo!

humano,!por! la!presencia!de!microbiota!que!puede!metabolizar! los!nutrientes!no!

absorbidos! y! la! absorción! de! agua! y! electrolitos,! además! esta! implicado! en! la!

formación!y!el!almacenamiento!de!residuos!en!forma!de!heces!y!su!eliminación!a!

través!de!la!defecación!(Arbizu!y!Nurko,!2016).!

Muchas!técnicas!se!han!utilizado!para!evaluar!el!potencial!prebiótico!de!los!

carbohidratos,! entre! ellas! algunos! investigadores! han! hecho! un! amplio! uso! de!

técnicas! in# vitro! ! como! los! sistemas! de! fermentacion! destinados! a! modelar! el!

intestino,! sin! embargo! la! informacion! se! debe! de! apoyar! con! estudios! de! seres!

humanos!en!grupos!de!poblaciones!pertinentes!(Rastall,!2010).!!

Una! de! las! formas! para! dar! una! visión! preliminar! de! la! selectividad! de! la!

fermentación,!es!la!medición!de!pH!a!lo!largo!de!la!fermentación.!Esta!medición!en!

el! medio! de! incubación! es! un! indicador! indirecto! de! la! producción! de! AGCC!

producidos!por!la!fermentación!in#vitro!de!sustratos!fermentables.!En!el!Cuadro!14!

se!muestra!la!medición!del!pH!en!el!medio!de!incubación!durante!la!fermentación!

colónica!in#vitro!de!la!FND!de!las!muestras!de!CU!con!diferente!grado!de!tostado.!

En!este!ensayo!se!utilizó!inulina!como!control!positivo!de!carbohidrato!fermentableW!
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mientras!que,!como!control!negativo!se!empleó!el!blanco!proveniente!del!proceso!

de!digestión!mencionado!anteriormente.!

La!inulina!es!un!polisacárido!de!la!forma!Glu!α1Z2![β!Fru!1Z2]!n,!en!la!que!n>!

10! (Crittenden! y! Playne,! 1996).! El! empleo! de! la! inulina! es! debido! a! su! efecto!

prebiótico!reconocido!además!de!su!efecto!modulador!en!la!microbiota! intestinal,!

pues!se!sabe!que!la!inulina!promueve!el!crecimiento!de!bacterias!beneficas,!entre!

ellas! las! Bifidobacteria! (Meyer! y! StasseZWolthuis,! 2009).! Para! la! fermentación!

colónica! in# vitro,! se! utilizó! inoculo! fecal! humano! como! fuente! representativa! del!

colon,!en!este!proyecto!se!utilizó!microbiota!proveniente!de!individuos!con!un!peso!

normal!y!con!sobrepeso,!debido!a!que!se!ha!reportado!que!existen!diferencias!entre!

la!microbiota!intestinal!de!estas!personas!(DiBaise!et#al.,!2012).!!!

Al! someter! a! digestión! gastrointestinal! in# vitro! y! posterior! fermentación!

colónica,!las!muestras!de!CU,!con!microbiota!de!un!sujeto!con!peso!normal!y!uno!

con!sobre!peso,!se!monitorearon!los!cambios!en!el!pH!durante!este!último!proceso.!

No! se! observaron! diferencias! estadísticas! entre! los! grados! de! tostado! o! la!

microbiota!empleada,!sin!embargo,!la!mayor!caída!del!pH!se!observa!a!las!6!h!de!

la! fermentación! del! CU! de! ambos! tostados! con! la! microbiota! de! sujetos! con!

sobrepeso,! y! para! las! 24! h! del! control! positivo! (inulina)! con!microbiota! de! peso!

normal.!

La!FND!del!café!con!ambos!grados!de!tostado!y!del!control!negativo,!sufre!

un!decremento!a!las!6!h!de!fermentación!con!un!posterior!aumento!a!las!24!h!tanto!

con!la!microbiota!de!individuos!de!PN!y!SP,!alcanzando!valores!para!el!TM!de!6.64!

y!6.56!en!PN!y!SP!respectivamente,!y!en!TO!valores!de!6.43!y!6.53!en!PN!y!SP!

respectivamente.! La! disminución! de! pH! se! toma! como! un! índicio! de! mayor!

producción!de!AGCC!(Granito!et#al.,!2001),!así!como!la!actividad!metabólica!de!las!

especies!presentes!!y!su!capacidad!para!utilizar!el!sustrato.!!Para!el!control!positivo!

(inulina)! disminuyó! el! pH! de! forma! dosisZdependiente! hasta! las! 24! horas! de!

fermentación!probablemente!debido!a!su!fermentación!rápida!y!fácil!accesibilidad!a!

la!acción!bacteriana!en!comparación!con!polisacáridos!complejos,!es!decir,!la!FND!

(Guillon!y!Champ,!2002).!

!
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!
!
Cuadro''14.'Efecto'de'la'fermentación'colónica'in#vitro'de'la'fracción'no'digerible'del'café'usado'de'dos'diferentes'
grados'de'tostado'sobre'el'pH'del'medio'de'incubación.'

!
Muestra!
CU!

pH'
0'h' 6'h' 12'h' 24'h'

PN' SP' PN' SP' PN' SP' PN' SP'
TO' 7.03!±!0.06Aa! 6.98!±!0.27Aa! 6.36!±!0.15Aab! 6.06!±!0.45Ab! 6.45!±!0.33Aab! 6.92!±!0.23Aa! 6.43!±!0.30Aab! 6.53!±!0.14Aab!
TM' 7.02!±!0.09Aa! 6.93!±!0.26Aa! 6.40!±!0.08Aab! 6.00!±!0.37Ab! 6.50!±!0.28Aab! !6.40!±!0.25Aab! 6.64!±!0.18Aab! 6.56!±!0.10Aab!

CTR'(+)' 7.19!±!0.11Aa! 7.13!±!0.34Aa! !4.76!±!0.65Bb! 4.54!±!0.04Bb! 4.46!±!0.36Bb! 4.36!±!0.12Bb! !4.22!±!0.25Bb! !!4.38!±!0.29Bb!
CTR'(=)' 7.17!±!0.11Aa! 7.04!±!0.34Aa! !6.56!±!0.14Aa! 6.46!±!0.47Aa! 6.78!±!0.35Aa! 6.61!±!0.26Aa! !7.02!±!0.34Aa! !!6.94!±!0.29Aa!

!
PN!=!Peso!normal.!SP!=!Sobrepeso.!TM!=!Tostado!medio.!TO!=!Tostado!oscuro.!CTR!(+)!=!Inulina.!CTR!(=)!=!Blanco!de! la!fermentación.!Los!
resultados!representan!la!media!de!3!experimentos!por!triplicado!+!ES.!Letras!mayúsculas!diferentes!por!columna!expresan!diferencia!significativa!
entre!grupos!bajo!las!mismas!horas!(α!=!0.05)!por!prueba!de!Tukey.!Letras!minúsculas!diferentes!por!fila!expresan!diferencia!significativa!entre!los!
diferentes!tiempos!de!fermentación!de!cada!grupo!(α!=!0.05)!por!prueba!de!Tukey.!
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!
El! pH! a! las! 0! h! con! la! microbiota! de! individuos! con! PN! y! SP! no! fueron!

estadísticamente!diferentes!entre!las!muestras.!Sin!embargo,!el!pH!a!las!6,!12!y!24!

h!en!PN!y!SP!se!observa!diferencia!estadística!del!CU/TO,!CU/TM,!CTR!(K)!respecto!

del!CTR! (+).!Estos! resultados!concuerdan!con! lo! reportado!por!GarcíaKGutiérrez!

(2015),!sugiriendo!que!la!FND!del!CU!es!una!buena!fuente!de!sustrato!fermentable!

en!el!colon!debido!a!su!compleja!matriz,!incluyendo!polifenoles,!y!a!la!producción!

de!AGCC,!que!podrían!favorecen!la!proliferación!de!bacterias!benéficas!y!por!tanto!
causando!efectos!benéficos!a!la!salud.!

La! degradación! de! las! fibras! dietéticas! por! exoenzimas! conduce!

principalmente!a!una!mayor!cantidad!de!AGCC!que!crean!un!medio! ligeramente!

ácido!con!valores!entre!pH!5.5!y!6.5! (Zimmer!et#al.,!2012).!Asímismo! la! ingesta!

dietética! puede! influir! en! el! pH! intracolónico! a! través! de! sus! efectos! sobre! la!

producción! de! AGCC.! Por! lo! tanto,! el! aumento! de! fibra! dietética,! así! como! los!

azúcares!no!absorbibles!incrementa!la!acidez!fecal!proporcionando!carbohidratos!

para! la!microbiota.!Sin!embargo,! los!efectos!de!cambios!en!el! tiempo!de!transito!

colónico! en! pH! son! difíciles! de! predecir! (Down! et# al.,! 1972`! Pye! et# al.,! 1987).!

Teóricamente,!un!tiempo!de!tránsito!acortado!podría!aumentar!el!pH!mediante!la!

reducción! del! tiempo! disponible! para! la! fermentación! bacteriana! de! hidratos! de!

carbono!para!la!producción!de!AGCC!o!al!disminuir!el!pH!podría!provocar!la!muerte!

de!bacterias!que!producen!lactato!(Vernia!et#al.,!1988).!!

!

!

VI.14&Actividad&de&las&enzimas&β5glucosidasa,&β5glucuronidasa,&triptofanasa&y&
ureasa&en&los&productos&de&la&fermentación&colónica&in#vitro&del&café&usado&
con&dos&grados&de&tostado.&&
&

Se! evaluó! la! actividad! de! las! enzimas! βKglucosidasa,! βKglucuronidasa,!

triptofanasa!y!ureasa!de!la!microbiota!intestinal!en!los!productos!de!la!fermentación!

colónica!in#vitro!del!CU!con!dos!grados!de!tostado!utilizando!microbiota!de!sujetos!

con!peso!normal!y!sobrepeso.!El!incremento!en!la!actividad!de!estas!enzimas!ha!
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sido!asociada!con!el!incremento!de!enfermedades,!principalmente!no!transmisibles,!

debido! a! su! papel! potencialmente! importante! en! la! generación! de! metabolitos!

tóxicos! y! carcinogénicos! provenientes! de! la! dieta! y! produciendo! sustancias!

endógenas!(Nakamura!et#al.,!2002).!La!actividad!de!las!enzimas!fue!normalizada!

respecto!a!las!muestras!fecales!a!las!0!h!de!fermentación!utilizando!la!microbiota!

de! sujeto! con! PN! y! SP,! respectivamente.! El! porcentaje! (%)! de! actividad! de! las!

enzimas!se!muestran!en!las!Figuras!5,6,7!y!8.!!

El!estilo!de!vida,!especialmente!la!dieta,!juega!un!papel!importante!en!el!

desarrollo! de! cáncer! colorectal.! Una! dieta! rica! en! productos! de! origen! animal! u!

occidental!ha!demostrado!propiedades!cancerígenas!y!que!afectan!a!los!sustratos!

disponibles! para! la! microbiota! intestinal.! El! colon! humano! está! constantemente!

expuesto!a!una!mezcla!compleja!de!compuestos!de!origen!dietético!o!subproductos!

de!los!procesos!digestivos!y!microbianos.!Estos!compuestos!pueden!contribuir!al!

desarrollo!de!tumores!de!colon!al!dañar!la!mucosa,!lo!que!lleva!a!un!aumento!de!la!

proliferación!células!en!la!cripta!del!colon!(Schnäbele!et#al.,!2008).!

βKglucuronidasa!se!produce!por!las!células!del!hígado,!el!riñón,!el!bazo,!el!

epitelio! intestinal,! endocrinas! y! los! órganos! reproductores,! y! además! por! ciertas!

bacterias!intestinales!(Walaszek,!1990).!βKglucuronidasa!hidroliza!βKglucurónidos!a!

ácido!y!a!la!aglicona!es!decir,!imina,!tiol!o!alcohol!glucurónico.!Niveles!elevados!de!

βKglucuronidasa!en!plasma,!es!considerado!un!marcador!de!riesgo!de!desarrollar!

cánceres! dependientes! de! hormonas,! particularmente! cáncer! de! mama! y! de!

próstata!(Zółtaszek!et#al.,!2008).!La!actividad!de!esta!enzima!es!estimulada!por!el!

contacto!con!sustancias!tóxicas,!el!humo!del! tabaco!o!carcinógenos,!entre!otros.!

Sin!embargo!una!dieta!de!vegetales!y!baja!en!calorías!es!una!herramienta!útil!para!

reducir!el!nivel!de!βKglucuronidasa!en!las!heces!(Mykkänen!et#al.,!1997`!Reddy!et#

al.,#1974).!!

βKglucosidasa!es producida de forma intensiva por Bacteroides!uniformis,!
Clostridium#paraputrificum,!Enterococcus#faecalis.#La!principal!función!de!la!enzima!

es!la!hidrólisis!de!glicósidos!a!agliconas!y!componentes!de!azúcar.!Los!glicósidos!

no!se!hidrolizan!en!la!parte!superior!del!tracto!gastrointestinal,!pero!se!hidrolizan!en!

el! colon! por! bacterias! βKglicosidasas.! ! Como! resultado,! las! sustancias!
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potencialmente!tóxicas,!podria!estar!formandose!en!el!intestino!grueso!(Mroczyńska!

et#al.,!2013).!!

Como! se! observa! en! la! Figura! 5,! la! actividad! de! la! βKglucuronidasa! es!

mayormente! inhibida!por! inulina! con! la!microbiota!de!sobrepeso,! seguida!de! las!

muestras!de!CU/TM!y!con!un!menor!porecntaje!de!inhibición!para!CU/TO!a!las!24!

h! de! fermentación.! La! actividad! reportada! en! porcentaje! (%)! se! logra! disminuir!

alrededor!de!un!50!%!con!el!CU/TM),!y!casi!de!un!70!%!con! inulina! respecto!al!

control! (a! las! 0! h,! peso! normal! y! sobrepeso! respectivamente),! sin! embargo! la!

actividad!aumenta!en!TO!en!los!grupos!de!peso!normal!(6!y!12!h)!y!sobrepeso!(24!

h).!La!actividad!de!esta!enzima!fue!evaluada!por!Rowland!et#al.!(1998)!observando!

que!el!consumo!de!dietas!que!contienen!Bifidobacterium#longum,!inulina!o!ambos!

se!asociaron!con!una!disminución!en!la!actividad!βKglucuronidasa,!hasta!en!un!60!

%,!observando!que!el!comportamiento!es!similar!a!lo!reportado!en!este!trabajo!tanto!

para!la!inulina!como!para!las!muetras!de!TM.!!
&

Figura& &5.&Actividad&de& la&β5glucuronidasa&en& los&productos&de& la& fermentación&colónica& in#
vitro&del&café&usado&con&dos&grados&de&tostado,&utilizando&microbiota&de&sujetos&con&peso&
normal&y&sobrepeso.!PN!=!peso!normal,!SP!=!sobrepeso,!TM!=!Tostado!medio,!TO!=!Tostado!oscuro.!Letras!
diferentes!expresan!diferencia!significativa!(α!=!0.05)!por!prueba!de!Tukey.!*!indican!diferencias!significativa!(α!
=!0.05)!por!la!prueba!de!Dunnett!vs!el!tiempo!0!h!(dato!no!mostrado,!tomado!como!100!%!de!actividad).!Los!
resultados! son! expresados! como! porcentaje! (%)! de! actividad.! Los! resultados! representan! la! media! de! 3!
experimentos!por!triplicado!+!ES.&

!
Rao!et#al.!(1998)!evaluaron!el!efecto!del!café,!la!fibra!de!café,!la!inulina!y!la!

pectina!sobre!la!actividad!de!βKglucuronidasa,!mostrando!que!las!ratas!alimentadas!
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con!café!y!fibra!de!café!mostraron!niveles!significativos!más!bajos!de!actividad!para!

la!enzima,!comparados!con!la!dieta!control.!En!contraste,!la!dieta!de!la!inulina!no!

tuvo! ningún! efecto! significativo,! pero! la! dieta! con! pectina! tenía! efecto! inhibidor!

moderado! sobre! la! actividad! de! βKglucuronidasa.! Debido! a! esto,! los! autores!

sugieren!que!existe!la!posibilidad!de!que!los!componentes!de!la!dieta!de!café!y!de!

su! fibra,! así! como! la! inulina,! puedan!modular! la! actividad!metabólica! y! la!masa!

bacteriana,!además!de!alterar! la! composición!de! las!especies!bacterianas!y!sus!

productos!de! fermentación! (Roberfroid!y!Ph,!1993`!Stephen!y!Cummings,!1980).!

Los! resultados! obtenidos! suguieren! que! la! actividad! βKglucuronidasa,! no! puede!

denominarse!como!único!marcador!de!la!predicción!de!alto!o!bajo!riesgo!de!cáncer!

en!estudios!de!intervención!debido!a!la!sensibilidad!de!las!especies!bacterianas!en!

el! intestino,! que! están! sujetos! a! modificación! por! suplementos! de! dieta.! Otros!

estudios! realizados! han! demostrado! una! correlación! inversa! entre! el! riesgo! de!

cáncer!de!colon!y!la!actividad!fecal!βKglucuronidasa!(Reddy!et#al.,!1992`!Reddy!et#

al.,! 1974)`! además,! la! administración! de! Lactobacillus# y# Bifidobacterium! como!

suplementos!dietéticos!ha!mostrado!que!suprimen!la!actividad!βKglucuronidasa!fecal!

(Kulkarni!y!Reddy,!1994)!

La!Figura!6!muestra!la!actividad!de!la!βKglucosidasa,!observando!una!mayor!

actividad!en!los!grupos!con!microbiota!de!un!sujeto!con!peso!normal!tanto!TM!y!TO,!

lo!contrario!ocurre!para!inulina!a!las!6!y!24!h!de!fermentación,!reportándose!valores!

más!altos!para!la!microbiota!con!SP.!La!menor!actividad!se!observa!para!TM!de!

ambas!microbiotas,! con!una!disminución!de!aproximadamente!60!%! respecto!al!

control! con! la!microbiota!de!PN,!en!contraste! la!microbiota!de!SP,! se! logró!una!

reducción!de!más!del!70!%.!La!mayor!actividad!se!presentó!para!TO!con!micorbiota!

de!PN!a!las!durante!toda!la!fase!de!fermentación!colónica.!Kim!et#al.!(1994)!sugieren!

que! un! pH! elevado! (pH=7)! induce! a! que! las! enzimas,! ! βKglucosidasa! y! βK

glucuronidasa!promuevan!el!cáncer!de!colon.!!

!
!
!
!
!
!
!
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!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
&

Figura&&6.&Actividad&de&la&β5glucosidasa&en&los&productos&de&la&fermentación&colónica&in#vitro&
del&café&usado&con&dos&grados&de&tostado,&utilizando&microbiota&de&sujetos&con&peso&normal&
y& sobrepeso.& PN! =! peso! normal,! SP! =! sobrepeso,! TM! =! Tostado!medio,! TO! =! Tostado! oscuro.! Letras!
diferentes!expresan!diferencia!significativa!(α!=!0.05)!por!prueba!de!Tukey.!*!indican!diferencias!significativa!(α!
=!0.05)!por!la!prueba!de!Dunnett!vs!el!tiempo!0!h!(dato!no!mostrado,!tomado!como!100!%!de!actividad).!Los!
resultados! son! expresados! como! porcentaje! (%)! de! actividad.! Los! resultados! representan! la! media! de! 3!
experimentos!por!triplicado!+!ES.&

!
Una!dieta!compuesta!de!grandes!cantidades!de!glucósidos!de!origen!vegetal!

(por! ejemplo,! flavonoides)! puede! ser! la! razón! para! la! formación! de! sustancias!

nocivas! en! el! intestino! grueso.! Glucósidos! que! no! han! sido! digeridos! son!

transportados!al!intestino!grueso!donde!se!hidrolizan!bajo!la!influencia!de!bacterias!

βKglucosidasa! (Mroczyńska! y! Libudzisz,! 2010).! La! caracterización! de! las! la! βK

glucuronidasa!y!βKglucosidasa!han!demostrado!que!sus!importantes!funciones!se!

expresan! selectivamente! por! los! miembros! de! la! microbiota! intestinal! y! que! la!

composición!de!la!dieta!explica!la!inducción!de!genes!que!expresan!estas!enzimas!

(Dabek!et#al.,!2008`!McIntosh!et#al.,!2012).!

Estudios!realizados!por!Flores!et#al.!(2012)!reportaron!que!las!personas!con!

dietas! vegetarianas,! presentaban! niveles! más! bajos! de! βKglucuronidasa.! Ling! y!

Hänninen!(1992)!quien!informó!que!las!actividades!tanto!de!βKglucuronidasa!y!βK

glucosidasa!disminuyeron!al!cambiar!la!dieta,!de!omnívoro!a!una!dieta!vegana!sin!

cocer.!Por!el! contrario!Flores!et#al.! (2012)! reportaron!una!mayor!actividad!de!βK

glucuronidasa! signficativa! en! los! participantes! que! habían! perdido! peso,! esta!
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observación!concuerda!con!un!estudio!el!cual!reportó!un!aumento!de!la!actividad!βK

glucuronidasa!en!voluntarios!obesos!los!cuales!siguen!una!dieta!de!pérdida!de!peso!

(McIntosh!et#al.,!2012).!

La!ureasa!cataliza!la!hidrólisis!de!urea,!un!importante!producto!de!desecho!

nitrogenado!de! los!mamíferos,!para!producir!amoniaco!y!dióxido!de!carbono.!La!

ureasa! y! amoníaco! permiten! que! bacterias! patógenas! sobrevivan! en! el! tracto!

gastrointestinal! y! contribuyen! a! daños! en! los! tejidos! de! la!mucosa! (Malin!et# al.,!

1996).!En!la!Figura!7!se!muestra!la!actividad!de!la!ureasa!como!se!puede!observar!

tuvo!un!comportamiento!similar!para!ambos!tipos!de!tostado!con!una!inhibición!de!

la! actividad! de! alrededor! de! 50! %,! siendo! la! inulina! la! que! presenta! la! menor!

inhibición!de!la!actividad.!En!las!condiciones!probadas,!la!microbiota!del!individuo!

de!peso!normal!tuvo!mayor!inhibición!de!la!actividad!de!ureasa.!!

!
Figura&&7.&Actividad&de&la&ureasa&en&los&productos&de&la&fermentación&colónica&in#vitro&del&café&
usado& con& dos& grados& de& tostado,& utilizando& microbiota& de& sujetos& con& peso& normal& y&
sobrepeso.&PN!=!peso!normal,!SP!=!sobrepeso,!TM!=!Tostado!medio,!TO!=!Tostado!oscuro.!Letras!diferentes!
expresan!diferencia!significativa!(α!=!0.05)!por!prueba!de!Tukey.!*!indican!diferencias!significativa!(α!=!0.05)!por!
la!prueba!de!Dunnett!vs!el!tiempo!0!h!(dato!no!mostrado,!tomado!como!100!%!de!actividad).!Los!resultados!son!
expresados! como!porcentaje! (%)!de!actividad.! Los! resultados! representan! la!media!de!3!experimentos!por!
triplicado!+!ES.&

!

Brigidi!et#al.!(2001)!evaluaron!el!contenido!de!la!enzima!ureasa!en!pacientes!

que!!presentan!el!síndrome!del!intestino!irritable!a!los!cuales!les!fue!adminstrado!un!
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probiótico!(VSLK3),!el!cual!ha!sido!utilizando!en!pacientes!con!esta!enfermdad!en!

particular! con! colitis! ulcerosa,! quienes! han! presentado! niveles! elevados! de! esta!

enzima! (Malin! et# al.,! 1996),! encontrando! que! después! de! una! administración!

durante!20!días!del!probiótico!la!actividad!de!la!ureasa!disminuyó!alrededor!de!un!

50!%!como!resultado!de!cambios!en!la!microbiota!intestinal,!aunque!el!número!de!

algunos! grupos! de! bacterias! ureolíticas! tales! como! Bacteroides,! clostridios! y!

enterobacterias!no! cambiaron! significativamente.!Se! sugiere!que!el! aumento!del!

crecimiento!y!actividad!de!las!bifidobacterias!y!bacterias!del!ácido!láctico!podrían!

alterar! de! manera! significativa! las! actividades! metabólicas! de! la! flora! colónica,!

incluyendo!la!actividad!de!la!ureasa.!El!comportamiento!del!prebiótico!es!similar!a!

lo! reportado!en!este! trabajo!para!ambas!variedades!de!café,!TM!y!TO,!con!una!

disminución!de! la!actividad!de!casi!un!50!%.!Sin!embargo! la! inulina!no!presento!

disminución!de!la!actividad,!lo!cual!concuerda!con!lo!reportado!por!Gråsten!et#al.#

(2003)!quienes!evaluaron!el!efecto!de! la! inulina!en! la!actividad!metabólica!de! la!

microbiota!fecal!reportando!que!no!había!efecto!en!la!actividad!de!la!enzima!ureasa.!

La!microbiota! en! el! individuo! con! sobrepeso! presentó!mayor! actividad! en!

comparación!con!la!de!peso!normal!tanto!para!TM,!TO!e!inulina,!así!como!durante!

las!etapas!de!la!fermentación!(6,!12!y!24!h).!An!et#al.!(2011)!evaluaron!la!actividad!

de!la!enzima!ureasa!encontrando!valores!más!elevados!para!para!el!grupo!con!una!

dieta! alta! en! grasa! en! comparación! del! grupo! una! dieta! estándar,! lo! cual! tiene!

relación!con!el!aumento!de!actividad!para!el!grupo!de!sobrepeso!reportado!en!este!

trabajo.!!También!reportaron!un!tercer!grupo!con!una!dieta!alta!en!grasa!adicionada!

con! LAB! (suplemento! de! Bifidobacterium! pseudocatenulatum! SPM! 1204)!

encontrando! mayor! actividad! en! compración! con! el! control,! el! cual! es! un!

comportamiento!muy!similar!a!la!inulina!utilizada!en!este!trabajo.!!

Por!otro!lado!la!triptofanasa!está!asociada!con!la!conversión!de!triptófano!en!

indol!y!la!formación!de!indol!en!el!tracto!gastrointestinal!puede!ser!importante!en!la!

etiología! del! cáncer! de! colon! (Chung! et# al.,! 1975`! DeMoss! y! Moser,! 1969).! La!

triptofanasa!es!producida!por!la!microbiota!intestinal!normal!(Hoch!y!Demoss,!1965),!

y!su!inducción!se!relaciona!con!una!mayor!incidencia!de!cáncer!de!colon.!Además,!

el!alto!pH!de!las!heces!está!relacionada!con!la! incidencia!de!cáncer!de!colon:! la!
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población! con! pH! fecal! alcalino! presenta!mayor! riesgo! de! cáncer! de! colon! que!

aquellos!con!pH!fecal!ácido!(Kim!et#al.,!1995).!!

En!la!Figura!8!se!muestra!la!actividad!de!la!enzima!triptofanasa!tanto!para!la!

inulina,! como! para! cada! uno! de! las! muestras! de! CU! con! diferentes! grados! de!

tostado,!encontrando!una!mayor!actividad!de!la!enzima!para!el!TO!en!comparación!

con!TM!e! inulina!a! las!6,!12!y!24!h.!La!mayor!actividad!enzimática!se!da!en! los!

grupos! de! sobrepeso! en! cada! uno! de! los! tratamientos.! De! ahí! que,! el! CU/TM!

sometido!a!fermentación!con!microbiota!de!peso!normal!logró!la!mayor!inhibición!

de!esta!enzima!(hasta!en!un!80!%)!a! las!12!h!de! incubación.!Estos!valores!son!

similares,!aunque!ligeramente!menores,!al!efecto!logrado!con!inulina!en!las!mismas!

condiciones.! Mientras! que,! el! CU/TM! mostró! su! mayor! inhibición! a! las! 6! h! de!

fermentación!con!microbiota!del!individo!de!peso!normal!(18.72!%),!siendo!con!la!

microbiota!de!sobrepeso!las!muestras!que!inhibieron!a!la!triptofanasa!en!un!40!%.!
!

!
Figura&&8.&Actividad&de&la&triptofanasa&en&los&productos&de&la&fermentación&colónica&in#vitro&
del&café&usado&con&dos&grados&de&tostado,&utilizando&microbiota&de&sujetos&con&peso&normal&
y& sobrepeso.& PN! =! peso! normal,! SP! =! sobrepeso,! TM! =! Tostado!medio,! TO! =! Tostado! oscuro.! Letras!
diferentes!expresan!diferencia!significativa!(α!=!0.05)!por!prueba!de!Tukey.!*!indican!diferencias!significativa!(α!
=!0.05)!por!la!prueba!de!Dunnett!vs!el!tiempo!0!h!(dato!no!mostrado,!tomado!como!100!%!de!actividad).!Los!
resultados! son! expresados! como! porcentaje! (%)! de! actividad.! Los! resultados! representan! la! media! de! 3!
experimentos!por!triplicado!+!ES.&
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La! concentración! de! triptófano! en! el! tracto! gastrointestinal! varía,!

dependiendo!de!la!dieta,!la!edad!y!estado!fisiológico!del!animal.!Chung!et#al.!(1975)!

evaluaron! en! contenido! de! triptofanasa! en! el! ambiente! intestinal! utilizando! ratas!

alimentadas!con!una!dieta!estándar!y!otras!alimentadas!con!una!dieta!compuesta!

de! carne! de! res! molida! extra! magra,! donde! se! encontró! que! el! contenido! de!

triptófano!se!incrementó!significativamente!sólo!en!las!heces!de!los!animales!con!

una! dieta! de! carne`! esto! puede! ser! el! resultado! de! que! algunos! oligopéptidos!

intactos!que!alcanzan!el!colon,!donde!el! triptófano!se! libera!por!peptidasas!de! la!

microflora.!El!triptófano!es!un!componente!importante!de!las!proteínas!de!la!dieta.!

El! indol! producido! se! absorbe! rápidamente! en! la! via! sanguínea! a! través! de! las!

células! epiteliales! del! intestino! grueso,! y! sus! derivados! se! excretan! en! la! orina!

(Fordtran! et# al.,! 1964).! Por! lo! tanto,! las! células! epiteliales! intestinales! están!

constantemente!en!contacto!con!las!moléculas!de! indol!durante!su!transporte.!El!

indol!se!considera!como!cancerígeno!de!modo!que!su!producción!en!el!colon!puede!

ser!un!factor!en!la!etiología!del!cáncer!de!colon.!La!incidencia!de!cáncer!de!colon!

en!una!población!con!una!dieta!alta!en!carne!es!significativamente!mayor!que!en!

una!población!con!una!dieta!baja!en!carne!(Wynder!y!Reddy,!1974).!

Lee! et# al.! (2011)! reportaron! un! su! estudio! con! probióticos,! tales! como!

bacterias! del! ácido! láctico!BAL! (Bifidobacterium# longum! SPM1205,!Lactobacillus#

acidophilus,!y!SAFELAC!aislados!de!Pediococcus#pentosaceus)!suplemento!(107!~!

108!unidades!formadoras!de!colonias!por!día!formando)!se!administró!por!vía!oral!a!

ratas!SpragueKDawley!macho!diariamente!por!2!semanas!junto!con!una!dieta!que!

contenía!5!!o!10!%!de!celulosa,!reduciendo!significativamente!(p!<!0.05)!la!actividad!

de!las!enzimas!perjudicales!como!βKglucosidasa,!βKglucuronidasa!y!triptofanasa,!sin!

afectar! la! actividad! de! la! uresa.! Además,! la!mayoría! de! los! efectos! de! BAL! se!

mejoraron!en!combinación!con!5!%!de!celulosa!en!comparación!con!el!control,!y!los!

efectos!de!5!%!de!celulosa!fueron!más!altos!que!los!de!10!%!de!celulosa.!Por!lo!

que!suguiere!que!la!incorporación!de!fibra!como!la!celulosa!junto!con!las!BAL!en!la!

dieta!diaria!mejora!la!actividad!enzimática!nociva!para!las!ratas.!Varios!estudios!han!

informado!de!que!el!consumo!de! leche! fermentada!con!Lactobacillus!o!especies!

Bifidobacterium!puede!reducir!la!actividad!de!enzimas!perjudiciales!tales!como!βK
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glucosidasa,! βKglucuronidasa,! triptofanasa,! ureasa,! nitrorreductasa! y!

azorreductasa,! todos! los! cuales! son! reconocidos! factores! de! riesgo! para! la!

generación!de!sustancias!tóxicas!y!cancerígenas!(Choi!et#al.,!2005`!Marteau!et#al.,!

1990).!!

Aun!faltan!más!estudios!sobre!la!actividad!de!las!enzimas,!βKglucosidasa,!βK

glucuronidasa,! triptofanasa! y! ureasa! en! modelos! con! CU,! debido! a! que! este!

subproducto!presenta!diferentes!características!y!composición,!además!de!que!la!

actividad!de!cada!enzima!se!ve!influenciada!por!la!composición!de!la!microbiota,!

así!como!los!componentes!del!alimento.!!

!

VI.15&Perfiles&microbianos&de&los&los&productos&de&la&fermentación&colónica&in#
vitro&del&café&usado&con&dos&grados&de&tostado.&&
!

Una!técnica!complementaria!para!dar!una!visión!general!de!la!diversidad!del!

ecosistema!microbiano! es! la! electroforesis! en! gel! desnaturalizante! en! gradiente!

(DGGE,!por!sus!siglas!en! inglés).!Esta! técnica!consiste!en!una!amplificación!por!

PCR!de!secuencias!de!diagnóstico!de!ADN,!generalmente!las!secuencias!de!16S!

rRNA!(McCartney,!2002).!Los!amplicones!se!separan!en!un!gel!de!poliacrilamida!

que!contiene!un!gradiente!de!urea!o!un!gradiente!de!temperatura.!Esto!da!lugar!a!

la!separación!específica!de!secuencia!de!las!bandas!de!DNA.!!

Un! factor! importante! en! microbiología! es! la! identificación! de!

microorganismos,!debido!a! la! importancia!de!conocer!acerca!de! la!biodiversidad!

procariotas.! Comúnmente,! las! técnicas! de! identificación!moleculares! implican! la!

secuenciación! del! gen! 16S! rRNA! procariota.! Esto! ha! demostrado! ser! útil! para!

establecer! relaciones! filogenéticas! coherentes! a! nivel! taxonómico! de! especie! o!

incluso!género,! familia,!entre!otros.! (Hillis!y!Dixon,!1991`!Stackebrandt!y!Rainey,!

1995).!Además,!el!espaciador!interno!transcrito!(ITS,!por!sus!siglas!en!inglés),!que!

se!encuentra!entre! los!genes!16S!y!23S!en! la!mayoría!de! los!operones!de!ARN!

ribosomal!de! los!procariotas,!es!mucho!más!variable!que! los! !genes!adyacentes!

ribosomales!16S!y!23S`!esta!región!consiste!en!una!serie!conservada!de!DNA!que!

se!encuentra!en!todas! las!cepas!de!una!sola!especie,!pero!podria!encontrarse!a!
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nivel!del!género!o!la!familia!(GarcíaKMartínez!et#al.,!1999`!Gürtler!y!Stanisich,!1996).!

La!ubicacion!de!los!ITS!por!los!genes!conservados!16S!y!23S!rRNA!permite!la!fácil!

amplifiación!PCR!utilizando!primers!universales.!Sin!embargo! la!secuenciacion!o!

caracterización!the!los!ITS!se!ha!convertido!en!algo!muy!común!en!los!ultimos!años!

para!la!tipificación!de!trabajo!en!la!genética!de!poblaciones!o!en!la!epidemiología!

molecular!(Antón!et#al.,!1998).!!

Despues!de!somenter!el!CU!a!una!fermentación!colónica!in#vitro,!se!realizó!

la! extracción! de! DNA,! con! la! finalidad! de! realizar! la! técnica! RISA! (Ribosomal!

intergenic! spacer! analysis,! análisis! del! espacio! intergénico! ribosomal)! utilizando!

primers!ITS!(Internal!transcribed!spacers,!espaciadores!transcritos!internos)!y!con!

esto! obtener! un! patrón! de! bandeo.! En! la! Figura! 9! se! muestra! los! perfiles!

microbianos!de!los!los!productos!de!la!fermentación!colónica!in#vitro!del!café!usado!

con! dos! grados! de! tostado,! así! como! de! la! inulina! a! las! 24! h! de! fermentación,!

utilizando!microbiota!de!sujetos!con!peso!normal!y!sobrepeso.!!

!

!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
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Figura&&9.&Perfiles&microbianos&de&los&los&productos&de&la&fermentación&colónica&in#vitro&del&
café&usado&con&dos&grados&de&tostado&sobre&la&microbiota&intestinal.&SP=sobrepeso.!PN=peso!
normal.!C=control.!TM=tostado!medio,!TO=!tostado!oscuro.!I=inulina.!pb=pares!de!bases.&&&&
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Como!se!observa!en!la!Figura!9!para!ambos!grados!de!tostado,!el!patrón!de!

bandeo!es!similar!al!control,!tanto!para!la!microbiota!del!individuo!de!peso!normal!

como!la!del!individuo!con!sobrepeso,!respectivamente`!en!tanto!el!patrón!distinto!se!

presentó! con! la! inulina,! en! teoría! una! banda! representaría! una! comunidad!

bacteriana.! Por! lo! que! para! observar! mejor! este! bandeo! se! realizó! un! árbol!

filogenético!que!se!muestra!en!la!Figura!10,!que!nos!permite!apreciar!la!agrupación!

de! las! bandas! por!medio! de! pares! de! bases`! lo! que! permite! obtener! un!marco!

apropiado!para!su!clasificación!e!identificación.!

!

!
!
!
!
!
!
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!
!
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Figura&&10.&Árbol&filogenético&de&los&perfiles&microbioanos.&SP=sobrepeso.!PN=peso!normal.!
CONT=control.!TM=tostado!medio,!TO=!tostado!oscuro.!INUL=inulina.&

!
Realizando!un!análisis!de!cluster,!método!conveniente!para!la!identificación!

de!grupos!homogéneos!(Mooi!y!Sarstedt,!2010),!utilizando!agrupación!por!pares!y!

“coeficiente!Jaccard´s”,!el!cual!permite!medir!la!similutud!de!la!medición!de!variables!

binarias.!El!porcentaje!de!similutud!de!ambas!microbiotas,!SP!y!PN,!fue!de!un!33!

%,!por!lo!que!presentan!diferencia!en!un!67!%.!Para!la!microbiota!del!individo!de!
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peso!normal!se!realiza!una!bifurcación!obteniendo!dos!ramas,!un!cluster!que!agrupa!

el!control,!TM!y!TO!observando!una!similitud!del!100!%!y!la!otra!rama!es!la!inulina!

con! una! diferencia! del! 63! %! respecto! a! la! rama! mencionda! anteriormente.! En!

cambio,! para! el! grupo! del! individuo! con! sobrepeso! se! observa! nuevamente! dos!

bifurcaciones,!una!de!ellas!forma!una!nueva!división,!que!esta!a!su!vez!foma!otra,!

encontrando! que! TM! y! control! tienen! una! diferencia! entre! ellas! del! 15!%,! esta!

agrupación!muestra!una!similitud!con!el!TO!de!aproximadamente!un!65!%,!por!lo!

que!el!TO!muestra!una!diferencia!del!alrededor!del!35!%!respecto!al!TM!y!el!control!

negativo.! Por! lo! que! la!microbiota! del! individuo! de! peso! normal! no!muestra! un!

cambio!significativo`!en!tanto,!la!microbiota!de!sobrepeso,!aunque!no!se!logró!una!

agrupación!con!la!inulina,!el!TO!muestra!diferencias!en!comparación!con!el!TM!y!el!

control.!!

JiménezKZamora!et#al.# (2015)!demostraron!que! la! incubación!del!CU!más!

melanoidinas! de! café! y! bifidiobacterias! no! mostró! diferencias! estadísticamente!

significativas!con!respecto!al!control!positivo`!por!el!contrario,!el!CU!sin!la!presencia!

de!las!melanoidinas!ejercieron!un!efecto!positivo!sobre!las!bacterias!consideradas!

benéficas,!aumentando!el!bifidobacterias!y!lactobacillum,!mientras!que!las!bacterias!

consieradas! dañinas! no! se! vieron! afectados.! Por! lo! que! aún! hace! falta! más!

investigación!del!CU!relacionado!con!el!efecto!sobre!la!microbiota!intestinal.!!

!
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VII.&CONCLUSIONES&
!

El!CU!muestra!capacidad!antioxidante!en!las!diferentes!etapas!de!la!digestión!

y!fermentación!colónica!in#vitro.#!

Los! oligosacáridos! del! CU! son! bioaccesibles! durante! la! digestión! y!

fermentación! colónica! in# vitro,! logrando! la!mayor! biaccesibliad! durante! la! última!

etapa!de!la!fermentación!colónica!mostrado!influencia!de!la!microbiota!con!sujetos!

de!peso!normal!y!sobrepeso,!observando!que! la!posible!disbiosis!presente!en! la!

microbiota! con! sobrepeso! influye! sobre! la! eficiencia! en! la! utilización! de! estos!

compuestos.!!

La! mayor! bioaccesibilidad! gastrointestinal! de! las! melanoidinas! se! logró!

durante!los!15!min!de!digestión!en!el!intestino!delgado!de!CU/TM,!además!para!este!

mismo!grado!de!tostado!se!logró!la!mayor!permeabiliad!a!los!30!min!de!digestión.!

Resultados!que!sugieren!la!bioaccesebilidad!y!permeabilidad!de!los!compuestos!.!!

El! CU/TM! mostró! la! mayor! inhibición! de! la! actividad! de! las! enzimas! βK

glucosidasa,!βKglucuronidasa,! triptofanasa!y!ureasa,! las!cuales!son!consideradas!

dañinas,!teniendo!un!efecto!similar!al!de!la!inulina!y!en!algunos!ensayos!el!CU/TM!

tuvo! un! mayor! efecto`! la! mayor! actividad! de! las! enzimas! βKglucuronidasa,!

triptofanasa!y!ureasa!fue!para!TM!con!microbiota!de!SP,!sin!embargo!para!la!enzima!

βKglucosidasa!sucede!lo!contrario!teniendo!mayor!actividad!la!microbiota!de!PN.!!

El!perfil!microbiano!no!mostró!una!diferencia!signfictiva!del!CU!respecto!al!

control!negativo!para!la!microbiota!del!individuo!de!peso!normal,!sin!embargo!para!

la!microbiota!del!individuo!con!sobrepeso!el!TO!mostró!diferencia!control!negativo!

de!alrededor!del!un!35!%.!!

Los! resultados! sugieren! el! potencial! funcional! del! CU! y! su! empleo! como!

ingrediente! en! la! industria! de! alimentos,! dando! no! solo! un! valor! agregado! a! un!

producto!de!desecho,!sino!un!efecto!benéfico!a!la!salud!de!quién!lo!consume.!!

Debido! a! que! el! efecto! del! CU! en! los! perfiles! microbianos! no! son!

concluyentes,!se!requiere!de!más!estudios!para!ampliar!y!profundizar!los!resultados!

del!presente!trabajo.!

!

!
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ABREVIATURAS&&
!
°C! Grado!centígrado!

ABTS! Ácido!2,2’!–!amino!–!bis!(3KetilbenzotiazolinaK6Ksulfónico)!

AGCC! Ácidos!grasos!de!cadena!corta!

AP! Apical!

ARN! Ácido!Ribonucleico!!

BL! Basolateral!

cm! Centímetro!

CU! Café!usado!

DPPH! 2,2,K!difenilK1Kpicrilhidrazil!

DNA! Deoxyribonucleic!acid!(Ácido!desoxirribonucleico)!

Et!al.! Et!alia!(y!otros).!

FND! Fracción!no!digerible!

g! Gramo!

GC! Grano!de!café!

h! Hora!

HPLC!
High!Performance!Liquid!Cromatography!(Cromatografía!Líquida!de!Alto!

Desempeño)!

Kg! Kilogramo!

L! Litro!

M! Molar!

mg! Miligramo!

min! Minuto!

mL! Mililitro!

mm! Milímetro!

mmol! Milimol!

mM! Milimolar!

ND! No!Detectado!

nm! Nanómetro!

Papp! Coeficiente!de!Permeabilidad!

PCR! Polymerase!chain!reaction!(Reacción!en!cadena!de!la!polimerasa)!
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pH! Potencial!de!Hidrógeno!

PN! Peso!normal!!

RPM! Revoluciones!por!minuto!

s! Segundos!

SP! Sobrepeso!

SCG!

TM!

Spent!coffe!grounds!(café!usado)!

Tostado!medio!

TO! Tostado!oscuro!

%! Porcentaje!

μg! Microgramo!

μL! Microlitro!

μmol! Micromol!
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