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RESUMEN 

 
La industria del café genera enormes cantidades de subproductos, 

dentro de estos se encuentra el café utilizado (CU), uno de los  principales 
residuos de esta industria. Por otro lado, se ha informado que el café contiene 
componentes bioactivos, como ácidos clorogénico, fibra dietaria, e incluso 
melanoidinas,  en conjunto denominados fibra antioxidante. Fibra que es 
fermentada por la microflora colónica produciendo principalmente ácidos grasos 
de cadena corta (AGCC) como ácido acético, propiónico y butírico, los cuales 
han atraído atención considerable ya que han demostrado prevenir el estado 
inflamatorio. Por lo que, el café y/o su residuo a través de los productos de su 
fermentación colonica in vitrob(AGCC, entre otros), podrían ayudar a combatir el 
estado inflamatorio. El objetivo de este trabajo fue determinar la composición 
química y nutracéutica del residuo sólido del café (Coffea arabica L.) utilizado y 
evaluar la actividad de los productos de su fermentación colónica in vitro sobre 
un modelo de inflamación utilizando macrófagos RAW 264.7 estimulados con 
lipopolisacáridos (LPS). El CU presentó mayor contenido de fibra total en 
comparación con el grano de café (58% y 48%, respectivamente). El contenido 
de fenoles totales, flavonoides y taninos condensados fue menor en el CU en 
comparación con el grano, con diferencias entre el grado de tostado (mayor 
para tostado medio). Una tendencia similar se observó para la capacidad 
antioxidante determinada por los ensayos de DPPH y ABTS, encontrándose en 
el intervalo de 78.24-387.34 µmoles eq. de trolox/g de muestra. Las 
concentraciones de ácido butírico generadas a partir de la fracción no digerible 
(FND) fueron alrededor de 7 mmol/L. El extracto de fermentación (EF) del CU 
tostado medio redujo casi un 40%  la producción de oxido nítrico (NO) a una 
concentración del 25% en macrófagos RAW estímulados con LPS. Además, se 
comprobó que el EF no tuvo efecto citotoxico en dichas células (ensayo MTT). 
El CU es fuente de compuestos nutracéuticos, los cuales contribuyen a la 
generación de AGCC, entre otros, los cuales  podrían estar contribuyendo a la 
reducción del estado inflamatorio en células RAW estimuladas con LPS, 
sugiriendo su potencial efecto benéfico a la salud. 

 
(Palabras clave: café utilizado, fibra dietaria antioxidante, ácidos grasos de 
cadena corta (AGCC), fermentación colonica in vitro, , inflamación). 
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ABSTRACT 

 

The spend coffee (SC), is one of the  main by-products from coffee industry, it  
contains polyphenols, melanoidins and dietary fiber ("antioxidant dietary fiber"), 
compounds that could exert protection against inflammatory diseases such as 
colon cancer. The antioxidant fiber can be fermented by colon microbiota 
producing short-chain fatty acids (SCFAs), which have brought considerable 
attention in maintaining the homeostasis of the gut, as well as prevent 
inflammation and have anti-proliferative and apoptotic effects on colon cancer 
cells. The aim of this study was to determinate the chemical and nutraceutical 
composition and antioxidant capacity of the SC, as well as to evaluate the 
activity of the products of its colonic in vitro fermentation  on an inflammation 
model using  RAW 264.7 macrophages stimulated with lipopolysaccharides 
(LPS).The SC had higher total fiber content compared to coffee bean (58 and 
48%, respectively). The content of total phenols, flavonoids and condensed 
tannins contents were lower in the SC compared with grain, with differences 
between the degree of roasting. A similar trend was observed for the antioxidant 
capacity, determined by DPPH and ABTS  assays, being in the range of  78.24-
387.34 µmol eq. Trolox / g of sample, higher than that reported for several fruits. 
Butyric acid concentrations generated from nondigestible fraction (NDF) were 
about 7 mmol/L. When evaluating the fermentation extracts (EF) of medium 
roast SC on a model of inflammation using LPS-stimulated RAW 264.7 
macrophages a reduction of almost 40% was achieved in the production of nitric 
oxide (NO)  at a concentration of EF 25%, also by MTT cell viability assay. it was 
established that EF had not  cytotoxic effect on RAW 264.7 cells at various 
concentrations tested. The SC is a source of nutraceutical compounds, which 
contribute to their antioxidant capacity and the generation of SCFAs, which 
showed help to reduce the inflammatory state in stimulated-LPS RAW 264.7 
cells, suggesting its potential beneficial effect on health. 
 
(Keywords: Spent coffee, antioxidant dietary fiber, in vitro fermentation, short-
chain fatty acids (SCFAs), inflammation. 
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I. INTRODUCCIÓN 
El café es un producto importante y una bebida muy popular a nivel 

mundial, 25 millones de pequeños productores dependen del cultivo del café para 

su sustento. Brasil, Vietnam y Colombia representan más de la mitad de la 

producción mundial, la cual según la Organización Internacional del Café (OIC), se 

estimó en 130 millones de sacos en 2011-12. Esta misma organización también 

reportó que  2250 millones de tazas de café se consumen en todo el mundo todos 

los días .  

Derivado de esto, dicha industria libera enormes cantidades de 

subproductos de café, los cuales constituyen una fuente de contaminación grave y 

plantean serios problemas ambientales, representando una amenaza para el 

medio ambiente debido a que su eliminación insegura conduce a la contaminación 

del agua y el suelo alrededor de las unidades de procesamiento.  La reutilización  

de los subproductos del café es, por tanto, una prioridad importante tanto para  

países productores como consumidores, por razones de índole ecológica,  

económica y social (Cruz et al., 2014) 

Un importante residuo de la industria del café es el café utilizado (CU). En  

promedio una tonelada de café verde genera alrededor de 650 kg de CU, y 

alrededor de 2 kg de CU húmedo se obtienen por cada kg de café soluble 

producido (Pfluger, 1975; Murthy y Naidu, 2012), el cual generalmente se 

descarga al medio ambiente, siendo una considerable fuente de contaminación.  

Estudios sobre estos subproductos (incluyendo la pulpa, cáscara, piel 

plateada y café utilizado) demuestran que  tienen una alta actividad antioxidante, 

que va del 65-70% (Murthy y Naidu, 2010 ab; Rocha et al., 2010). Sus 

propiedades antioxidantes se han atribuido a  la presencia de cafeína, trigonelina y 

ácido clorogénico (Franca et al., 2005; Ramalakshmi et al., 2007), entre otros. 

También se ha reportado que son ricos en carbohidratos, proteínas, pectinas, y 

algunos otros compuestos bioactivos, como los polifenoles, por lo que se han 

considerado recursos renovables baratos (Murthy y Naidu, 2010b). Se ha 

informado que entre los residuos de café, la piel plateada contiene una alta 

cantidad de fibra total (80%), seguido de la cáscara y el café utilizado, lo que le 
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confiere propiedades antioxidantes al café (Murthy y Naidu, 2010ab). De igual 

manera, se ha informado que el café utilizado presenta una fuerte actividad 

antioxidante y antitumoral (Ramalakshmi et al., 2008; Ramalakshmi et al., 2009). 

Las principales características de estos subproductos es que son ricos tanto en 

fibra dietaria como en compuestos polifenólicos, lo que crea el concepto de fibra 

dietaria antioxidante, haciendo que los mismos tengan mayor preferencia en 

comparación con otras fuentes de fibra dietaria (Mussatto et al., 2011a; Saura-

Calixto, 2011).  

En años recientes se ha enfatizado en la importancia de la fibra dietaria 

antioxidante, ya que no sufre hidrólisis enzimática durante el tracto intestinal. Se 

sugiere que en forma acomplejada llega al colon y pueden ser sustrato de 

fermentación por la microbiota colónica produciendo, entre otros compuestos, 

ácidos grasos de cadena corta (AGCC), principalmente los ácidos acético, 

propiónico y butiríco, así como sus conjugados fenólicos (Campos-Vega et al., 

2009; Cruz-Bravo et al., 2011; Saura-Calixto, 2011). Estos AGCC han atraído una 

atención considerable en el mantenimiento de la homeostasis del intestino, ya que 

pueden prevenir la inflamación y tienen efectos anti-proliferativos y apoptóticos en 

células de cáncer de colon (Säemann et al., 2000; Millard et al., 2002; Klampfer et 

al., 2003).  

Los efectos fisiológicos de los AGCC han sido bien documentados (Miller 

S.J., 2004; Mohana et al., 2007; Meijer et al., 2010; Ni et al., 2010), los cuales 

incluyen la reducción de la producción de factores proinflamatorios (Miller S.J., 

2004; Usami et al., 2008; Cox et al., 2009; Kawamura et al., 2009; Vinolo et al., 

2010). Hamer et al. (2009) evaluaron los efectos de diferentes AGCC (acético, 

propíonico, butírico, valérico, y caproico) sobre la liberación de citocinas utilizando 

un sistema de co-cultivo combinando células Caco-2 con cultivos de sangre entera 

humana y se encontró que cada AGCC evaluado, excepto el acético, disminuyen  

la producción de citocinas proinflamatorias.  

Además de estas diversas actividades, varios grupos han informado de los 

efectos anti-inflamatorios del ácido butírico. En particular, se ha informado que el 

ácido butírico tiene un efecto anti-inflamatorio prominente en la colitis mediante la 
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modulación de la interleucina 8 (IL-8), la actividad de la proteína inhibidora de 

macrófagos 2 (MIP-2) y la supresión de la actividad de NF-κB (Ohno et al., 1997; 

Inan et al., 2000). En células RAW 264.7 (macrófagos murinos) estimulados con 

LPS, una alta concentración de ácido butírico redujo significativamente el nivel de 

la producción de óxido nitríco (NO) y previnola activación de NF-κB mediante la 

estabilización de IκBα y IκBβ (Chakravortty et al., 2000).  Los macrófagos han sido 

utilizados como modelo de inflamación, ya que son un tipo de células que juegan 

un papel importante en la respuesta inmune, la defensa del huésped, y la 

reparación de tejidos. Una vez activados, secretan un gran número de citocinas 

proinflamatorias tales como factor de necrosis tumoral-α (TNF-α), interleucina-1β 

(IL-1β), e interleucina-6 (IL-6), así como óxido nítrico (NO) (Duffield, 2003; Liu et 

al., 2012). Además, los macrófagos pueden eliminar las células apoptóticas por 

fagocitosis y secretar mediadores antiinflamatorios (IL-10) y factores de 

crecimiento (Sergij et al.,1999; Duffield, 2003).  

Debido a lo anterior, el CU podría ser aprovechado como fuente de fibra 

dietaria antioxidante, la cual podría ser sustrato de fermentación para la microbiota 

colónica produciendo AGCC, entre otros compuestos  nutracéuticos, con efecto 

sobre el estado inflamatorio. Lo anterior contribuirá a generar interés por este 

subproducto, cuya recuperación podría resultar económicamente atractiva. 

Por lo que en este estudio el objetivo fue comparar la composición química 

y nutracéutica del residuo sólido del café (Coffea Arabica L.) utilizado y la actividad 

de los productos de su fermentación colónica in vitro sobre un modelo de 

inflamación utilizando macrófagos RAW 264.7 estimulados con LPS.  
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II. REVISIÓN LITERARIA 
!

II. 1 El café su historia y composición 

!
El café es una de las bebidas más populares del mundo y ha crecido 

constantemente en importancia comercial durante los últimos 150 años          

(Daglia et al., 2000). La palabra café tiene su origen en la palabra árabe Quahweh, 

que significa "estimulante". Los efectos estimulantes del grano de café tostado 

eran bien conocidos y los árabes trajeron semillas de Coffea arábica de Etiopía a 

Yemen (Península Arábiga) durante el siglo XIII, estableciéndose la primera 

plantación (Monaco et al., 1977; Murthy y Naidu, 2012). La provincia de Kaffa en 

Etiopía se considera como el hábitat original de semillas de café arábica, mientras 

que la variedad robusta se considera nativa de África Central. Con el cultivo de 

propagación extensa y amplia gama de café en todo el mundo, en la actualidad 

Brasil es el mayor productor y exportador de café del mundo. La importancia 

económica del café se debe principalmente a su bebida, una infusión preparada a 

partir de los granos tostados y molidos. La bebida de café que más se consume en 

el mundo es producida por la especie Coffea arabica (Arábica) y Coffea canephora 

(Robusta); la primera es considerado  superior debido a sus propiedades 

sensoriales (Bertrand et al., 2003). 

El café es una planta de hoja perenne en la naturaleza, tiene un tallo 

prominente vertical con sistema de raíces poco profundas; las raíces del café 

arábica penetran más profundamente en el suelo, mientras que las de café 

robusta tienen raíces que se concentran muy cerca de la superficie del suelo 

(Figura 1) (Murthy y Naidu, 2012).  

La composición química de estas dos variedades se presenta en el 

Cuadro 1. Botánicamente, el café pertenece al género Coffea de la familia 

Rubiaceae. El subgénero Coffea comprende más de 80 especies, que se 

encuentran en África y Madagascar (Bridson y Verdcourt, 1988).  
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Figura 1. Planta de café 

(Fonnegra y jiménez, 2007) 
 
 

El café es una planta de día corto y por lo tanto la iniciación floral se lleva 

a cabo en condiciones de 8-11 h de luz. La polinización se realiza dentro de 6 

horas después de la floración. Café arábica es autógama con diferentes grados de 

polinización cruzada natural, en contraste con el café robusta, que es 

estrictamente alógamo. El proceso de fertilización se completa dentro de 24-48 h 

después de la polinización. Las semillas son elípticas o en forma de huevo y la 

cubierta de la semilla está representado por la piel plateada. La germinación se 

lleva a cabo en aproximadamente 45 días. Los árboles de café crecen en regiones 

tropicales, entre el trópico de Cáncer y Capricornio, que tienen abundantes 

precipitaciones en todo el año y temperaturas cálidas alrededor de  21 °C, y sin 

heladas (Esquivel y Jiménez, 2012).  

Deben transcurrir al menos cinco años para que un árbol de café pueda 

dar su primera cosecha  de granos y será productivo durante unos quince años 

mas. Sólo los frutos maduros son cosechados por la recolección selectiva de cada 

variedad dominante situado a una altitud particular y se mantiene como lote 

independiente separado. Posteriormente, las frutas se clasifican de verdes-

inmaduras a sobremaduras y se secan por separado, ya que afectan la calidad 

final del café mediante la impregnación de sabores desagradables (Murthy et al., 

2001; Murthy y Naidu, 2012).  
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Cuadro 1. Composicion química de los granos de café verde Arábica y Robusta. a,b  

Constituyente Arábica 
 

Robusta Componentes 
Carbohidratos 

solubles 9-12.5 
 

6-11.5 
 

Monosacáridos 
 

0.2-0.5 
 

Fructosa, glucosa, galactosa y 
arabinosa (trazas). 

Oligosacáridos 6-9 
 

3-7 
Sacarosa (>90%), rafinosa (0-0.9%) 

y estaquiosa (0-0.13%). 

Polisacáridos 
 

3-4 
 

Polímeros de galactosa (55-65%), 
manosa (10-20%), arabinosa (20-

35%) y  glucosa (0-2%). 
Polisacáridos 

insolubles 46-53 
 

34-44 
 

Hemicelulosa 5-10 
 

3-4 

Polímeros de galactosa (65-75%), 
arabinosa (25-30%) y manosa (0-

10%). 
Celulosa, 
mananos 41-43 

 
32-40 

 β (1-4) 
    Ácidos y 

fenoles 
    Ácidos volátiles 
 

0.1 
  Ácidos 

alifáticos no 
volátiles 2-2.9 

 
1.3-2.2 

Ácidos cítrico, málico, quínico, 
dicafeoyl y feruloylquinico. 

Ácido 
clorogénicoc 6.7-9.2 

 
7.1-12.1 

 Lignina 
 

1-3 
  Lipidos 15-18 

 
8-12 

 Cera 
 

0.2-0.3 
  

Aceite 
 

7.7-17.7 
 

Principales ácidos grasos: 16:0 y 
18:2 (9,12). 

Compuestos 
nitrogenados 

 
11-15 

  Aminoácidos 
libres 

 
0.2-0.8 

  
Proteínas 

 
8.5-12 

 

Principales aminoácidos: 
Glutamina, y asparagina 

Cafeína 0.8-1.4 
 

1.7-4 Trazas de teobromina y teofilina. 
Trigonelina 0.6-1.2 

 
0.3-0.9 

 Minerales 
 

3-5.4 
  a. Valores en % de sólidos  

b. Contenido de agua en café crudo 7-13% 
c. Principales componentes: ácido 5- cafeoylquinico (ácido clorogénico: Arábica 3-5.6% ; Robusta 
4.4-6.6%).  (Belitz et al., 2009)  
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La constitución del grano de café se representa en la Figura 2. El grano 

está compuesto por una superficie lisa, piel dura externa o pericarpio, 

generalmente de color verde en las frutas inmaduras, pero que se vuelve roja o 

rojo-violeta intenso cuando está maduro (incluso amarillo o naranja en genotipos 

particulares). El pericarpio abarca la parte amarillenta suave, fibrosa y pulpa dulce 

o mesocarpio externo. Esto es seguido por una capa fina de mucílago (altamente 

hidratada), translúcida, incolora y viscosa (también llamada capa de pectina). 

Después, hay un delgado endocarpio de color amarillento, también llamado 

pergamino. Por último, la piel plateada cubre cada hemisferio del grano de café 

(endospermo) (Purseglove, 1974; Berbert et al., 2001; Belitz et al., 2009).  

!

 

Figura 2. Constitucion grano de café  

(Esquivel y Jiménez, 2012) 
 

Los granos de café verde se compone principalmente, como la mayoría de 

los tejidos de la planta, por polisacáridos insolubles como celulosa y hemicelulosa 

(50% w/w). También contienen carbohidratos solubles, los cuales actúan en la 

unión del aroma, la estabilización de espuma, aumento de  sedimentación y  

viscosidad del extracto (Clifford, 1985; Arya y Rao, 2007; González-Ríos et al., 

2007; Belitz et al., 2009) 

La cafeína es el alcaloide principal en los granos de café y representa del 

1 al 4% (base seca), con una gran variación en los cultivares (Dessalegn et al., 
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2008; Belitz et al., 2009; Mazzafera y Silvarolla, 2010). El contenido de cafeína 

está estrechamente relacionado con la calidad de las bebidas de café, ya que 

contribuye a su amargura (Farah et al., 2006). La cafeína es conocida por sus 

efectos sobre el estado de alerta, a través de la estimulación del sistema nervioso 

central, el aumento de la circulación sanguínea y la respiración, siendo 

probablemente la principal razón de la popularidad de la bebida (Reich et al., 

2008; Belitz et al., 2009). Otros posibles beneficios de la cafeína incluyen la 

mejora del estado de ánimo, un mejor rendimiento en el ejercicio y el tiempo de 

reacción y la reducción de los síntomas asociados con la enfermedad de 

Parkinson y los temblores (Heckman et al., 2010).  

Altas dosis de cafeína también pueden causar ansiedad, inquietud, 

tensión, nerviosismo y agitación psicomotriz (Daly y Fredholm, 1998; Esquivel y 

Jiménez, 2012), mientras que a largo plazo el uso de este alcaloide puede 

aumentar el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares, con diferentes 

respuestas individuales a la cafeína, probablemente relacionada a factores 

genéticos (Yang et al.,  2010).  

Los compuestos fenólicos que se encuentran principalmente en los granos 

de café verdes, son: el ácido clorogénico, hasta 12% de sólidos y  ésteres de 

ácido trans cinámico y quínico; siendo el  ácido clorogénico el mayoritario en 

granos de café verdes. La esterificación en las posiciones 3, 4 y 5, pero no en la 

posición 1, forma  varios isómeros, también encontrados en el café, junto con los 

ácidos fenólicos libres tales como los ácidos cafeíco, ferúlico y dimetoxicinámico. 

Además de su potencial como antioxidante (Iwai et al., 2004; Ezquivel y Jiménez, 

2012), el ácido clorogénico tiene otras propiedades valiosas para la salud, como 

actividades hepatoprotectoras, hipoglucemiantes y antivirales (Esquivel y Jiménez, 

2012).  

II.2 Producción y exportación del café 

II.2.1 Producción del café a nivel mundial 
El café es un producto importante y una bebida popular. A nivel mundial, 

25 millones de pequeños productores dependen de este para su sustento; Brasil, 
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Vietnam y Colombia representan más de la mitad de la producción mundial, que 

es aproximadamente 7,0 millones de toneladas por año (Cuadro 2). Más del 90% 

de la producción de café se lleva a cabo en los países en vías de desarrollo, 

mientras que el consumo se encuentra principalmente en las economías 

industrializadas (Ponte, 2002). Según la Organización Internacional del Café 

(OIC), la producción de café en 2011-2012 se estimó en 130 millones de sacos, 

sustentando un consumo de más de 2250 millones de tazas de café cada día a 

nivel mundial.  

 

Cuadro  2.  Producción mundial de café por variedad de los años 2008/2009 a 

20012/2013 

Producción 

Años 

2008/09 2009/10 2010/11 2011/2012 2012/2012 

Miles de sacos 128, 622 122,798 133,498 135,381 144, 740 
Arábica 78, 857 72,873 84,288 82,186 86,701 

Robusta 49, 765 49, 925 49, 210 53, 195 58, 039 

En porcentaje (%) 100 100 100 100 100 
Arábica 61,31 59,34 63,14 60,71 59,90 

Robusta 38,69 40,66 36,86 39,29 40,10 

(OIC, www.ico.org. Febrero, 2014). 

 

 

La OIC también reporta que los principales países exportadores de café a 

nivel mundial son Brasil (en 2010 las exportaciones de café brasileño alcanzaron 

un récord histórico de 5.660 millones de dólares), Vietnam, Colombia, Etiopía, 

Indonesia, India y México (Figura 3). 
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Figura 3. Principales paises productores 

(OIC, www.ico.org. Febrero, 2014). 
 

Por otro lado, la OIC publicó el consumo  mundial de café de  1995 a 

2012. Como se puede observar en la Figura 4, el consumo se ha incrementando 

de una manera sostenida entre los años 1995 y 2012, aumentando en un 46,8% 

entre ambos picos (96,7 millones y 142 millones de sacos, respectivamente) con 

una tasa de crecimiento anual promedio de 2,1%.  

En cuanto al porcentaje de crecimiento promedio anual, las tasas más 

altas se observan en los países exportadores con 3,8%, destacando mercados 

como Brasil, Etiopía, Indonesia, México y Filipinas. En cuanto a los mercados 

emergentes, han crecido a una tasa anual de 3,8%, resaltando los mercados de 

Rusia, Corea del Sur, Argelia y otros países de Europa del Este. El consumo de 

los mercados tradicionales presenta una tasa anual de solo 0,9% por año, no 

obstante, estos son los mercados más importantes, donde destacan Estados 

Unidos, la Unión Europea como bloque, y Japón. Es importante mencionar que los 

mercados tradicionales participan con el 50% de las compras y los países 

exportadores y mercados emergentes con el 30% y 20%, respectivamente (OIC, 

2013). 
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Figura 4. Consumo mundial del cafe 

(OIC, www.ico.org. Febrero, 2014). 

II.2.2 Producción de café en México  
De acuerdo a datos de la SAGARPA a través del Servicio de Información 

Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), en el periodo del 2011-2012, en México se 

plantaron aproximadamente 765 mil 700 hectáreas de café verde, y el consumo 

per cápita anual es de 1.43 kg al año. Hay 15 estados productores de café; sin 

embargo, Chiapas, Oaxaca, Veracruz, Puebla y Guerrero aglutinan 688 mil 547 

hectáreas, lo que representa el 90% de la superficie nacional cultivada; el resto se 

encuentra distribuido en los Estados de Hidalgo, San Luis Potosí, Guerrero, 

Colima, Nayarit, Jalisco, Tabasco y Querétaro (Figura 5).   

 

Figura 5.  Distribucion de la producción de café convencional 2011 

(SAGARPA elaborado con datos del SIAP, Abril, 2013). 
 



!

! 12 

La evolución de la producción de café en nuestro país se muestra en la 

Figura 6, destacando el estado de Oaxaca que registró el mayor volumen de 

producción en 2010 con 154,595.39 toneladas, respecto a la superficie cosechada 

que fue de 165,971.35 héctareas. En ese mismo año, la producción por entidad 

federativa registrada por SAGARPA–SIAP (2013) fue de 546,689.47 toneladas, en 

Chiapas; 373,725.62 toneladas, en Veracruz; 135,986.87 toneladas, en Puebla; 

38,214.90 toneladas, en Guerrero y de 29,219.11 toneladas, que aparece como 

dato estadístico para el caso de Hidalgo. 

 

 

Figura 6. Produccion 1993-2010 de los principales estados productores de cafe en 
Mexico 

(SAGARPA –SIAP, Abril, 2013). 
 

De acuerdo con la Asociación Mexicana de la Cadena Productiva de Café 

(AMECAFE), en el 2012 México es el sexto productor en el mundo, con el 3% de 

la producción mundial, equivalentes a entre 4.2 y 4.4 millones de sacos de los 135 

millones producidos entre 50 países. De la producción nacional, 85% corresponde 

a granos arábigos procesados con beneficio húmedo; 12% son arábigos naturales, 

y el 3% restante corresponde a la especie robusta.  

En términos de exportación, el país se encuentra en onceavo lugar con 2.8 

millones de sacos, lo que representa 900 millones de dólares en ingreso de 

divisas. También, la  AMECAFE indicó que en el país el consumo per cápita 

de café es de 1.2 kilogramos anuales, cifra baja comparada con Guatemala y 
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Colombia con 2.5 kilos por persona, Brasil con 5.5 y Finlandia con 12 kilos per 

cápita (AMECAFE, 2012). 

II.3. Proceso de tostado del café  
Las propiedades características de la bebida de café, tales como sabor y 

aroma, se desarrollan durante el tostado, cuando los granos de café experimentan 

una sucesión de reacciones que causan modificaciones a su composición química 

(Figura 7) (Buffo y Cardelli-Freire, 2004). Por ejemplo, los polisacáridos son 

degradados durante el tostado a carbohidratos de bajo peso molecular (Arya y 

Rao, 2007).  

El grado de tueste, el cual tiene una influencia sobre las características 

antes mencionadas, se refleja en el color externo de los granos (de marrón claro a 

oscuro debido a la pirólisis de compuestos orgánicos). Los tostadores funcionan 

típicamente con temperaturas entre 190 y 280 °C, y los granos son tostados 

durante un período que se extiende desde algunos minutos hasta cerca de 30 

minutos (Belitz et al., 2009; Franca et al., 2009 a). 

 

 

Figura 7. Proceso del tostado de café 

(Pietro, 2010) 
!

Durante el tostado cualquier remanente de la piel plateada se eliminan de 

los granos (Belitz et al., 2009). Los compuestos generados durante el tostado 
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también son responsables de muchas actividades biológicos positivas de la bebida 

del café (Daglia et al., 2008). Sin embargo, los compuestos carcinógenos, tales 

como hidrocarburos aromáticos policíclicos, también pueden formarse por la 

combustión incompleta de la materia orgánica durante el tostado. 

Afortunadamente, en bebida de café se han detectados en cantidades 

insignificantes (Orecchio et al., 2009).  

El café tostado se compone de carbohidratos (38-42% en base seca), 

melanoidinas (23%), lípidos (11-17%), proteínas (10%), minerales (4.5-4.7%), 

ácido clorogénico (2.7 a 3.1%), ácidos alifáticos (2.4 a 2.5%) y cafeína (1.3 a 

2.4%), entre otros. Aproximadamente 850 compuestos volátiles se han identificado 

hasta ahora en el café tostado, de los cuales sólo alrededor de 40 contribuyen al 

aroma (Belitz et al., 2009). 

El ácido clorogénico también contribuye a las propiedades antioxidantes 

del café tostado (Sato et al., 2011;. Verzelloni et al., 2011); sin embargo, las altas 

temperaturas durante el tostado del café causan una reducción del contenido de 

éste (Cuadro 3) (Moon et al., 2009). Las transformaciones químicas que se 

producen en el ácido clorogénico no estan completamente elucidadas. Sin 

embargo, la formación de lactonas de ácido clorogénico, como consecuencia de 

este proceso y su influencia en la amargura de la bebida de café, han sido 

documentadas (Ginz y Engelhardt, 2001). 

 

Cuadro  3. Contenido de ácido clorogénico en función del grado de tueste 

Crudo\Grado de tueste Café Arábica Café Robusta 

Crudo 6.90% 8.80% 

Claro 2.70% 3.50% 

Medio 2.20% 2.10% 

Oscuro 0.20% 0.20% 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!Belitz et al. (2009)!
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También hay evidencia de que los ácidos precursores del ácido 

clorogénico (ácidos caféico y quínico) se incorporan a melanoidinas entre otros 

compuestos (Delgado-Andrade y Morales, 2005; Farah y Donangelo, 2006). Las 

melanoidinas son compuestos de alto peso molecular de estructura desconocida 

y, debido a la complejidad de las moléculas, presentan actividad antioxidante. 

Estas son el resultado de la combinación de azúcares y aminoácidos a través de 

la reacción de Maillard o de la caramelización de los carbohidratos. La reducción 

progresiva de la actividad antioxidante en la bebida de café es dependiente del 

grado de tostado del grano, mostrando el  tostado medio del café la actividad más 

alta, debido al equilibrio entre la degradación de compuestos fenólicos y la 

generación de productos de la reacción de Maillard durante el proceso (del Castillo 

et al., 2002; Bekedam et al., 2008; del Castillo et al., 2005; Sacchetti et al., 2009; 

Votavová et al., 2009). Budryn y Nebesny (2008) encontraron que los extractos de 

café robusta tuvieron mayor eficacia antioxidante que los granos de café arábica y 

también que el método más eficiente para la extracción de antioxidantes fue 

ebullición de los granos de café molidos en agua a presión elevada. 

El proceso de tostado también tiene impacto en la cantidad de fibra 

dietética soluble presente en los granos de café. Silván et al.  (2010) encontraron 

un aumento de 39.4 mg/100 mg materia seca soluble en café verde y 64.9 

mg\100g en granos severamente  tostados. 

II.4 Subproductos del café 
El café es la segunda mercancía mas comercializada en el mundo, 

después del petróleo; genera una gran cantidad de subproductos o residuos 

durante el procesamiento de la cereza hasta la obtención de la bebida (Nabais et 

al., 2008; Mussatto et al., 2011 b). Dependiendo del método de procesamiento de 

la cereza de café, es decir, proceso húmedo o seco, el tostado y la elaboración de 

la bebida, se generan diversos residuos sólidos como la cáscara de la pulpa,  piel 

plateada y el café utilizado (CU) (Figura 8 a y b).  
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Figura 8. Esquema de la Produccion de diversos subproductos de la industria del 
café  

(Adaptado de Murthy  y Naidu,  2012) 

!
 En la última década, el uso de este tipo de residuos ha sido objeto de 

varios estudios, pero esta preocupación no existía en 1930-1943, cuando 77 

millones de sacos de café verde fueron simplemente quemados y lanzados al mar 

y en los rellenos sanitarios (Cunha, 1992).  

Las cáscaras, pulpa y piel plateada del café comprenden casi el 45% de la 

cereza del café, y son los principales subproductos de esta industria; se utilizan 

para diversos propósitos, incluyendo la extracción de cafeína y polifenoles 

(Esquivel y Jiménez, 2012) (Cuadro 4). 
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Cuadro  4. Composición química de los subproductos del café 

Parámetros (%) Pulpa Cascarilla Piel plateada Café utilizado 

Celulosa 63.0 ± 2.5 43.0 ± 8.0 17.8 ± 6.0 8.6 ± 1.8 

Hemicelulosa 2.3 ± 1.0 7.0 ± 3.0 13.1 ± 9.0 36.7 ± 5.0 

Proteína 11.5 ± 2.0 8.0 ± 5.0 18.6 ± 4.0 13.6 ± 3.8 

Grasa 2.0 ± 2.6 0.5 ± 5.0 2.2 ± 1.9 ND 

Fibra total 60.5 ± 2.9 24.0 ± 5.9 62.4 ± 2.5 ND 

Fenoles totales 1.5 ± 1.5 0.8 ± 5.0 1.0 ± 2.0 1.5 ± 1.0 

Azúcares totales 14.4 ± 0.9 58.0 ± 20.0 6.65 ± 10.0 8.5 ± 1.2 

Sustancias pécticas 6.5 ± 1.0 1.6 ± 1.2 0.02 ± 0.1 0.01 ± 0.005 

Lignina 17.5 ± 2.2 9.0 ± 1.6 1.0 ± 2.0 0.05 ± 0.005 

Taninos 3.0 ± 5.0 5.0 ± 2.0 0.002 ± 0.1 0.02 ± 1.0 

Ácido clorogénico 2.4 ± 1.0 2.5 ±0.6 3.0 ± 0.5 2.3 ± 1.0 

Cafeína 1.5 ± 1.0 1.0 ± 0.5 0.03 ± 0.6 0.02 ± 0.1 

      ND: no determinado 

     (Adaptado de: Franca et al., 2009 b; Mutty y Naidu, 2010; Mussatto et al., 2011b) 

 

Hasta ahora, los mayores avances se han logrado en su utilización para 

fines industriales distintos de la industria alimentaria, como lo es la producción de 

energía (Saenger et al., 2001; Kondamudi et al., 2008), la adsorción de 

compuestos tóxicos (Oliveira et al., 2008; Franca et al., 2009b; Franca et al., 2010) 

y la manufactura de productos industriales, tales como obtención de etanol, ácido 

giberélico y α-amilasa (Machado et al., 2002;  Murthy et al., 2009; Gouvea et al., 

2009; Bekalo y Reinhardt, 2010). 

Extractos comercializados procedentes de los frutos de café, que 

contienen ácido clorogénico, proantocianidinas, ácido quínico y ferúlico, han 

mostrado resultados interesantes para el cuidado de la piel facial (Farris, 2007). 

Sin embargo, a pesar de su alto nivel de compuestos antioxidantes y fitonutrientes 

en la fruta del café, pocos progresos se han logrado en su uso como un 

ingrediente funcional (Heimbach et al., 2010). 
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Cuadro  5. Contenido de compuestos fenólicos en los subrpoductos del café 

Subproducto 
Compuestos 

fenólicos Niveles Referencia 

Subproductos 

del café 

Ácido 

clorogénico 2.3-3 % 

Murthy and Madhava 

Naidu (2010) 

Café utilizado 

Ácido 

clorogénico 

16.6 mg equivalentes de 

ácido gálico\g 

Ramalakshmi et al. 

(2009) 

 

El proceso de recuperación de los compuestos fenólicos  de los 

subproductos de la industria del café se  muestran en el Cuadro 6. Los extractos 

bioactivos de los subproductos del café (pulpa, cáscara, piel plateada y café 

utilizado) presentan una actividad antioxidante del 65-70% (Murthy y Naidu, 2010 

a, b; Rocha et al., 2010). La determinación de la actividad biológica (Ramalakshmi 

et al., 2009), aminoácidos (Lago y Antoniassi, 2001), azúcares (Mussatto et al., 

2011a), y el contenido de aceite (Freitas et al., 2000; Kondamudi et al., 2008) en el 

café utilizado, también se han realizado con el objetivo de encontrar alternativas 

para la reutilización de este residuo. 

 

II.4.1 Café utilizado  
El CU es un residuo con tamaño fino de partícula, alta humedad (en el 

intervalo de 80% a 85%), carga orgánica, y acidez, obtenido durante el tratamiento 

de café tostado en polvo con agua caliente o vapor para la preparación de café 

instantáneo. Este es también un importante subproducto de la industria del café, 

teniendo en cuenta que casi el 50% de la producción mundial de café se procesa 

para la obtención de café soluble.. En promedio, una tonelada de café verde 

genera alrededor de 650 kg de CU, y alrededor de 2 kg CU húmedo se obtienen 

por cada kg de café soluble producido (Pfluger, 1975; Murthy and Naidu, 2012). La 

eliminación  de los subproductos es una preocupación ambiental, por lo tanto, han 

atraído la atención como fuente de compuestos bioactivos (Ramalakshmi, et al., 

2009). El CU es rico en azúcares como manosa y galactosa, junto con una 



!

! 19 

fracción significativa de  proteínas (Mussatto et al., 2011a). La composición 

química varía de una planta a otra, y dentro de las diferentes partes de la misma 

planta. También varía dentro de las plantas de diferentes ubicaciones geográficas, 

edades, el clima y las condiciones del suelo. El conocimiento de las propiedades 

físicas y químicas conducirá a una mejor comprensión de la aplicación del café 

(Murthy y Naidu, 2012).  

 

Cuadro  6. Composición química del café utilizado 

Componentes Base seca (g\100g) 

Celulosa (glucanos) 8.6 

Hemicelulosa 36.7 

Arabinanos 1.7 

Galactanos 13.8 

Mananos 21.2 

Proteínas (N x 6.25) 13.6 

Grupos acetilo 2.2 

Cenizas 1.6 

Minerales (mg\Kg) 

Potasio 3549 

Fósforo 1475.1 

Magnesio 1293.3 

Calcio 777.4 

Aluminio 279.3 

Fierro 118.7 

Magnesio 40.1 

Cobre 32.3 

Zinc 15.1 

Azufre nd 

Cromo nd 

                           nd: no detectable. (Adaptado de Mussatto et al., 2011 a). 
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De esta manera, el CU ha sido aplicado en la producción de biodiesel 

(Caetano et al., 2012.), como fuente de azúcares(Mussatto et al., 2011a.), como 

precursor para la producción de carbón activado (Reffas et al., 2010; Kante et al., 

2012; Pappa et al., 2012; Tsai et al., 2012), como composta (Preethu et al., 2007), 

y como absorbente para la eliminación de iones metálicos (Fiol et al., 2008; 

Oliveira et al., 2008). 

Por otro lado los extractos de CU también han sido evaluados por su 

actividad biológica. Estos han demostrado ser fuente de compuestos con 

capacidad antioxidante y antitumorale, aunque poseen limitadas acciones anti-

inflamatorias y anti-alérgicas (Ramalakshmi et al., 2008). Sus propiedades 

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

ácidos clorogénicos derivados del proceso de la extracción incompleta de la 

preparación de  la bebida (Ramalakshmi et al., 2009).  

 

II.5 Compuestos bioactivos del grano de café y el café utilizado 
Como se ha venido mencionando, el café es una de las bebidas más 

consumidas en todo el mundo con un consumo medio mundial anual de 1.1 kg per 

cápita, llegando a 4.5 kg en los países industrializados (FAO, 2013). Por esta 

razón, la asociación entre su consumo y el desarrollo de enfermedades crónicas, 

que pueden ser modulados por el medio ambiente y factores de estilo de vida, se 

ha descrito en varios estudios epidemiológicos (La Vecchia y Tavani, 2007). 

Durante varios años los efectos fisiológicos del café se han centrado en su 

contenido de cafeína, pero en realidad, el café contiene cientos de compuestos 

que potencialmente pueden actuar in vivo, tales como polifenoles, melanoidinas, 

fibra dietaría, diterpenos, entre otros. Estos compuestos pueden ejercer su 

potencial protector contra diversas enfermedades en términos de sus propiedades 

antimutagénicas (por ejemplo, la hemicelulosa de la fibra insoluble, melanoidinas y 

polifenoles de alto peso molecular) y propiedades antioxidantes (por ejemplo, 

ácido clorogénico) (Je et al., 2009). 
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II.5.1 Polifenoles 
De  acuerdo a los reportes en la literatura, la actividad antioxidante del 

café está potencialmente relacionada a su alto contenido  de compuestos fenólicos 

(Cämmerer y Kroh,  2006; Farah y Donangelo, 2006; Santos et al.,  2007). Dentro 

de los compuestos fenólicos encontrados en el café, la clase predominante  es la 

de los ácidos clorogénicos (Paquin, 2009;  Farah y Donangelo, 2006). La mayoría 

de estos compuestos han recibido interés por sus efectos potencialmente 

protectores en el  tratamiento de enfermedades crónicas  degenerativas  como la 

diabetes mellitus, cardiovasculares y cáncer (Farah y Donangelo,  2006), e incluso 

neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson (Boudet, 2007). En el  café, 

estos compuestos contribuyen en el aroma y sabor del producto final (Rosseti, 

2007), siendo los principales determinantes del  sabor, además de ser los 

precursores de los pigmentos característicos en la bebida (Duarte et al., 2005). 

En lo que se refiere a la variedad de café, Coffea robusta tiene una mayor 

cantidad de polifenoles que Coffea arabica (Cuadro 1), pero su contenido se 

puede reducir del 60 a 98% por el proceso de tostado claro u oscuro, 

respectivamente (Ky et al., 2001: Silván et al., 2010). 

La Figura 10 muestra el destino cuantitativo del ácido clorogénico y 

melanoidinas en los granos verdes. Dependiendo de la variedad de café, estos 

llegan al colon  después de consumir una taza de café expresso o filtrado. Aunque 

la preparación de café expresso produce una bebida más concentrada, los 

tamaños de las porciones (30 ml  para expresso vs 130 ml de café filtrado) es el 

factor clave que influye en el importe final del ácido clorogénico y melanoidinas 

presentes en la taza: cuanto mayor sea el volumen, mayor será la ingesta de ácido 

clorogénico y de melanoidinas (Vitaglione et al., 2012).  

La cantidad de ácido clorogénico en la taza tiene un significado importante 

para la funcionalidad en el colon; de hecho, alrededor del 70% del ácido 

clorogénico presente en la taza alcanzan el colon. Los estudios de 

biodisponibilidad en pacientes de colostomía que ingirieren ácido clorogénico puro 

o proveniente de café muestran que sólo el 30% de los compuestos ingeridos es 

absorbido por el intestino delgado (Olthof, et al., 2001; Stalmach et al., 2010), 
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mientras que la parte restante llega al colon, donde puede ser metabolizado por la 

microbiota  colónica (Olthof et al., 2003; Stalmach et al.,2010).  

Los dos estudios realizados por Stalmach et al., en 2009 y 2010 

demostraron que el colon desempeña un papel fundamental en el metabolismo del 

ácido clorogénico: el colon es el sitio para la conversión de ácido ferúlico a 

feruloilglicina y ácido dihidroferulico y para el metabolismo del ácido cafeíco a 

ácido dihidrocafeíco, que se convierte posteriormente en ácido dihidro (iso) 

ferúlico. 

La capacidad del café y sus compuestos no digeribles para influir en la 

salud del colon, principalmente, puede pasar a través de la modulación de la 

microbiota colónica así como de los marcadores de las funciones del intestino, 

tales como la producción de heces, la frecuencia de evacuación, etc. (Vitaglione et 

al., 2012). 

 

 

Figura 9. Concentraciones de ácido clorogénico y melanoidinas en café verde y 
tostado  y en tazas de café expresso o filtrado. 

*!Las cantidades de cada uno de estos componentes con la ingesta de una taza de café y 
la cantidad probable que llega al colon (Adaptado de Vitaglione et al., 2012). 
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Aunque estudios in vitro han revelado varias propiedades farmacológicas 

del ácido clorogénico puro tales como la actividad antioxidante (Kono et al., 1997; 

Vitaglione et al., 2012), capacidad para aumentar la utilización de glucosa hepática 

(Herling et al., 1998; Johnston et al., 2003), y la inhibición de compuestos 

mutagénicos y carcinogénicos, (Herling et al., 1998; Johnston et al., 2003), la 

literatura carece de  investigaciones centradas en los efectos directos de los 

polifenoles del café en este órgano.  

Por otra parte, debido al extenso metabolismo del ácido clorogénico, una 

vez en el colon no está claro cuánta actividad antioxidante in vivo contribuye a 

nivel local y sistémico; en forma de metabolitos circulantes (principalmente 

compuestos conjugados), a menudo tiene una menor actividad antioxidante que  

los ácidos  clorogénico y cafeico (Iwai et al., 2004). 

 

II.5.2 Fibra antioxidante y melanoidinas 
Los residuos del café son también una gran fuente de fibra dietaria, que 

incluyen celulosa, hemicelulosas, lignina, pectina, gomas y otros polisacáridos. 

Las fracciones de fibra dietética solubles e insolubles se sabe que confieren una 

amplia gama de beneficios para la salud, incluida la reducción de los riesgos de 

enfermedades gastrointestinales, enfermedades cardiovasculares y obesidad 

(Figuerola et al., 2005).  Entre los residuos de café, la piel plateada contiene una 

alta cantidad de fibra total (80%), seguido de la cáscara y el café utilizado. Esta 

fracción también confiere propiedades antioxidantes al café (Murthy y Naidu, 

2010a,b). 

La principal ventaja de la fibra dietaria de los subproductos 

agroindustriales, en comparación con otras fuentes alternativas, como los 

cereales, es su mayor proporción de fibra dietaria soluble (Saura-Calixto, 1998). 

Las principales características de estos subproductos es que son ricos tanto en 

fibra dietaria como en compuestos polifenólicos, lo que crea el concepto de “fibra 

dietaria antioxidante”, haciendo que los mismos tengan mayor preferencia en 

comparación con otras fuentes de fibra dietaria, debido a la presencia de 
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compuestos bioactivos (compuestos fenólicos), asociados con propiedades 

antioxidantes, que contribuyen con beneficios adicionales a la salud.  

Además, durante el tostado se da la formación de una fracción de alto 

peso molecular constituida por melanoidinas de café en un proceso paralelo a la 

reducción de polifenoles. En este proceso los polisacáridos contenidos en los 

granos de café verdes, tales como galactomananos y arabinogalactanos, 

polifenoles, proteínas y aminoácidos libres, están unidos covalentemente entre sí 

contribuyendo a la formación de melanoidinas del café. El grado de tostado 

aumenta su complejidad mediante la vinculación de nuevos compuestos de bajo 

peso molecular a la cadena principal polimérica (Bekedam et al., 2006; Nunes et 

al., 2006). Cuanto más oscuro sea el grado tostado, mayor es la cantidad de 

melanoidinas presentes en la bebida final, su complejidad estructural y actividad 

antioxidante (Borrelli et al., 2002; Nunes y Coimbra, 2007; Silván et al., 2010). En 

cuanto al contenido de melanoidinas en la taza de café, sólo el material soluble en 

agua debe ser considerado mientras que las melanoidinas insolubles permanecen  

en el residuo de café utilizado (Vitaglione et al., 2012). 

En referencia al contenido de melanoidinas, la separación estructural entre 

melanoidinas de café “verdadero” y fibra dietética de café constituida por los 

polisacáridos restantes no derivados después del tostado, es muy difícil (Díaz-

Rubio y Saura-Calixto, 2007; Silván et al., 2010), como claramente es explicado 

por Silván et al. (2010), quienes introdujeron el concepto de Maillardización de 

fibra dietaria del café. Esta coincidencia entre la fibra dietaria y las melanoidinas 

también existe desde el punto de vista nutricional. De hecho, por un lado las 

melanoidinas no caen dentro de la definición de fibra dietaria porque no son 

exactamente “polisacáridos presentes de forma natural en los alimentos crudos''. 

Algunos intentos se han hecho para ampliar la definición de fibra dietaria a 

los otros compuestos no digeribles, tales como las melanoidinas formados tras el 

procesamiento; sin embargo, la presencia de un resto de proteínas y la 

incertidumbre de su estructura representa una seria limitación a tener en cuenta 

sobre su papel fisiológico como fibra dietética. Por otro lado, las melanoidinas de 

café se puede considerar  como una fibra dietética de facto: llegan en su forma 
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intacta al colon y son parcialmente fermentados por los microorganismos del colon 

(Morales et al., 2012). La cantidad de melanoidinas del café que llegan al colon se 

ha estimado recientemente en el intervalo de 0.5-2.0 g por día (Fogliano y  

Morales, 2011), si se considera que 10 g es la ingesta diaria recomendada de fibra 

dietética soluble y que la mayoría de la gente no puede llegar a este objetivo 

(Díaz-Rubio y Saura-Calixto, 2007), las melanoidinas de café podrían contribuir 

significativamente a su ingesta y a la obtención de los beneficios a la salud 

asociados a este componente alimentario (Vitaglione et al., 2012). 

Existe considerable evidencia in vitro de que, una vez en el colon, las 

melanoidinas de café pueden ser fermentadas por los microorganismos del colon. 

En tres trabajos recientes del mismo grupo de investigación, la degradación de las 

diferentes fracciones de café, es decir, la fibra dietética soluble y  la fracción no 

digerible de alto peso molecular solubles en etanol, por la microbiota fecal 

humana, ha sido reportado (Gniechwitz et al., 2007; Gniechwitz et al., 2008;  

Reichardt et al. 2009). Los resultados demostraron que después de 24 h de 

fermentación: i) se degrado el 85% de carbohidratos totales  (arabinogalactanos 

siendo generalmente menos utilizados que los galactomananos), mientras que 

sólo el 29% del producto de la reacción de Maillard aislado fue parcialmente 

degradado o modificado; ii) ácido acético, propíonico y butírico fueron liberados 

con una alta proporción molar de  los ácidos acético y propíonico; iii) las células 

bacterianas que pertenecen al grupo Bacteroides-Prevotella aumentaron en un 

60% en la fermentación de la fibra dietética soluble del café y de 2-40 veces 

dependiendo del peso molecular de la fracción y el grado de tostado (Gniechwitz 

et al., 2007; Gniechwitz et al., 2008;  Reichardt et al. 2009). 

 

II.6 Fermentación colónica in  vitro  
La flora bacteriana colónica produce enzimas capaces de digerir 

carbohidratos que se escapan del proceso de digestión común en el intestino 

delgado, llevándose a cabo en condiciones anaeróbicas, denominándose 

fermentación colónica (Roberfroid et al., 1995). Se ha calculado que en el colon 

pueden habitar cerca de 400 especies de bacterias que producen enzimas y son 
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capaces de metabolizar diversos tipos de polisacáridos, así como proteínas y 

grasas (Mateu de Antonio, 2004). 

La fibra dietética soluble llega a fermentarse completamente y las 

celulosas suelen fermentarse en un 50%, pero el resto de las fibras no se 

fermentan. Durante el proceso de fermentación se genera ATP, metano y ácidos 

grasos de cadena corta (AGCC): como el ácido acético, propiónico y butírico, entre 

otros.Algunos de estos AGCC favorecen la proliferación de las bacterias colónicas 

cuya población puede ser modulada con el tipo y cantidad de sustratos indigeribles 

presentes en el ecosistema intestinal (oligosacáridos no digeribles, almidón 

resistente y componentes hidrocarbonados de la fibra dietética) (Goñi y Carron, 

2001). 

Los factores que influyen en la fermentación son múltiples: la composición 

y la cantidad de fibra, el tiempo de su consumo, el tiempo de tránsito colónico, así 

como la composición y cantidad de microflora bacteriana, entre otros. La 

producción total de AGCC es de aproximadamente 220 a 270 mmol/día en una 

dieta de tipo occidental, equivalente a la fermentación de 20 – 70 g de sustrato/día 

(Mateu de Antonio, 2004). 

Un gran número de compuestos pueden degradarse simultáneamente en 

diferente magnitud y, tanto sustrato como producto originados, pueden influenciar 

en el metabolismo y actividad enzimática de la flora ya existente. La fermentación 

de cada sustrato no se considera un hecho aislado, debido a que varios sustratos 

puedan ser degradados simultáneamente por la acción de diferentes especies 

bacterianas y es frecuente la existencia de interacciones sinérgicas y competitivas 

entre diferentes microorganismos. Los productos originados pueden ser utilizados 

por otras especies y provocar la inhibición o estimulación del crecimiento (Goñi y 

Carrón, 2001).  

Dada la importancia del potencial de los productos de la fermentación de 

los compuestos no digeribles del alimento por la población microbiana a nivel de 

colon, se han propuesto simulaciones a nivel de laboratorio como alternativas in 

vitro que permitan estimar las características de la fermentación microbiana 

(Fondevilla, 2006). 
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Enfoques actuales para determinar la fermentabilidad bacteriana son los 

sistemas de fermentación in vitro con cultivos estáticos discontinuos conteniendo 

una suspensión fecal, o cultivos definidos incubados anaeróbicamente a 37 °C en 

un corto periodo (Wang y Gibson, 1993). Esta metodología es un procedimiento 

rápido, se emplean volúmenes pequeños, pero solo puede ser empleado en 

experimentos de curso corto al ser limitante el sustrato (Gibson y Furler, 2000). 

 

II.7 Producción de ácidos grasos de cadena corta 
Durante el proceso de la fermentación colónica a partir de la fibra y 

compuestos asociados se genera ATP, AGCC (como ácido acético, propiónico y 

butírico, entre otros), además de otros compuestos, y se incrementa la 

proliferación de las bacterias colónicas, principalmente las bifidobacterias (Goñi y 

Carrón, 2001). 

Existen marcadas diferencias regionales en cuanto a las concentraciones 

intestinales de AGCC. El proceso de fermentación tiene lugar principalmente en el 

primer tramo del intestino grueso, debido a la alta densidad bacteriana y a que 

recibe el mayor aporte de sustratos del intestino delgado; por tanto, es en el ciego 

y en el colon ascendente donde se encuentra la mayor concentración del AGCC 

(142 mM), que va disminuyendo progresivamente hacia el colon distal (96 mM) 

(Cummings y Macfarlane, 1991; Macfarlane et al., 1992). Debido a que los AGCC 

son generados a nivel de colon por las bacterias de esta zona, una medida 

indirecta de la formación de éstos es el pH en el contenido colónico. Al generarse 

la fermentación de la fibra y otros compuestos, el pH disminuye induciendo 

acidificación del medio, estas condiciones son apropiadas para aumentar el 

desarrollo de bacterias como las Bifidobacterias y Lactobacterias (Kulkarni y 

Reddy, 1994). 

El ácido acético es un sustrato muy útil para el músculo (Casanueva y 

Bourges, 2001). El ácido butírico y parte del ácido propiónico, más del 80%, son 

metabolizados por la mucosa colónica como principal fuente de energía 

anaeróbica (Emenaker y Basson, 2001). El ácido propiónico favorece el correcto 

manejo de las sales biliares y se ha sugerido que inhibe la síntesis hepática del 
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colesterol, disminuyendo los niveles de lípidos sanguíneos relacionados con las 

enfermedades cardiovasculares (Finley et al., 2007). 

II.7.1 Inflamación y ácidos grasos de cadena corta 
Como se mencionó anteriormente, los AGCC son los principales 

subproductos de la fermentación de la fibra en el tracto gastrointestinal y han 

atraído una atención considerable en el mantenimiento de la homeostasis del 

intestino, ya que pueden prevenir la inflamación y tienen efectos anti-proliferativos 

y apoptóticos en las células de cáncer de colon (Säemann et al., 2000; Millard et 

al., 2002; Klampfer et al., 2003).  

Varios grupos han informado de los efectos anti-inflamatorios de ácido 

butírico. En particular, se ha informado que el ácido butírico tiene un efecto anti-

inflamatorio prominente en la colitis mediante la modulación de la  IL-8, la actividad 

de la proteína inhibidora de macrófagos 2 (MIP-2) y la supresión de la actividad de 

NF-κB (Ohno et al., 1997; Inan et al., 2000). Además, mostró efectos anti-

inflamatorios en monocitos humanos mediante la inhibición de IL-12 y regulación 

positiva en la producción de IL-10 (Säemann et al., 2000). En células RAW 264.7 

(macrófagos murinos ) estimuladas con LPS, una alta concentración de ácido 

butírico redujo significativamente el nivel de la producción de NO y previno la 

activación de NF-kB mediante la estabilización de IκBα y IκBβ (Chakravortty et al., 

2000). Además,  enemas de ácido butírico o una dieta alta en fibra que aumente la 

concentración de ácido butírico en el colon y han demostrado ser eficaces en el 

tratamiento de inflamación de la mucosa en seres humanos así como en modelos 

animales de colitis (Butzner et al., 1996; Kanauchi, 1999). 

Hamer et al. (2009) evaluaron los efectos de diferentes AGCC (acético, 

propiónico, butírico, valérico y caproico) sobre la liberación de citocinas utilizando 

un sistema de co-cultivo combinando células Caco-2 de cáncer de colon con 

cultivos de sangre entera humana y se encontró que cada AGCC evaluado, 

excepto el acético, disminuyeron la producción de citoquinas proinflamatorias. 

Vinolo et al. (2010) informaron que el ácido propiónico también podría disminuir 

TNF-α, CINC-2αβ, y la producción de óxido nítrico (NO) en neutrófilos estimulados 

por lipopolisacárido (LPS) . Además, Tedelind et al. (2007) informaron que los 
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ácidos acético, propiónico y butírico a 30 mmol/L disminuyeron la liberación de 

TNF-α a partir de neutrófilos estimulados con LPS.  

Además de estas diversas actividades, también se informó de la función 

del ácido butírico como inhibidor de la histona desacetilasa (HDAC), la cual regula 

la transcripción de genes en el contexto de la estructura de la cromatina (Chen et 

al., 2003; Davie, 2003). Basado en su función como inhibidor de HDAC, el ácido 

butírico  se ha desarrollado como fármaco contra el cáncer y actualmente se 

encuentran en  fase I de evaluación clínica (Thibault et al., 1996; Hinnebusch et 

al., 2002; Park et al., 2007). Los AGCC aromáticos tales como el fenilbutirato (PB) 

y fenilacetato de metilo (PA) han mostrado actividad antitumoral en células de 

carcinoma colorrectal, la cual fue mediada a través de la activación del receptor de 

peroxisoma-proliferador activado-γ (PPAR-γ) (Samid et al., 2000). También se ha 

reportado que estos ácidos regulan el crecimiento, la diferenciación y  proliferación 

celular, así como la inducción en la detención del ciclo celular y la apoptosis 

(Heerdt et al., 1997; Klampfer et al., 2003). 

 

II.7.2 Inflamación y cáncer de colon 
Reportes científicos avalan que la inflamación es una de las 

características importantes de varias enfermedades. En primer lugar, la 

inflamación puede ser una imagen de la presencia de una lesión aguda o daño al 

tejido ocasionada por lesiones físicas, agentes tóxicos y biológicos. En segundo 

lugar en las últimas décadas se ha incrementado el interés de la inflamación por 

su relación con el desarrollo de  enfermedades no transmisibles (Prasad et al., 

2012). Hay varios biomarcadores en un proceso inflamatorio, tales como, la 

interleucina-1β (IL-1β), IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α y la proteína C-reactiva (PCR), ya 

que un aumento en su concentración es efecto de la respuesta inmune 

inespecífica (Galas et al., 2014). 

La inflamación crónica representa una base patológica importante para la 

mayoría de tumores malignos humanos. El papel de la inflamación en la 

carcinogénesis fue propuesto por Rudolf Virchow en 1863, cuando se dio cuenta 

de la presencia de leucocitos en los tejidos neoplásicos (Balkwill y Montavini, 
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2001). Desde principios de lo informado por Virchow donde se fundamenta la 

relación entre la inflamación y el cáncer, la acumulación de datos ha apoyado que 

los tumores se pueden originar en los sitios de infección o inflamación crónica 

(Balkwill y Mantovani, 2001; Mueller y Fusenig, 2004; Kumer et al., 2008); se 

considera que proximadamente, el 25% de todos los tipos de cáncer son de 

alguna manera asociada con la infección y la inflamación crónica (Perwez y Harris, 

2007). Aunque la inflamación actúa como una defensa del huésped contra la 

infección de adaptación o lesión y es principalmente un proceso auto-limitante, 

una resolución inadecuada de las respuestas inflamatorias a menudo conduce a 

diversas enfermedades crónicas, incluyendo cáncer (Jackson y Evers, 2006; 

Schottenfeld y Beebe-Dimmer, 2006). 

Múltiples evidencias en estudios de laboratorio y basados en  poblaciones 

sugieren que la carcinogénesis de órganos específicos está parcialmente asociada 

con un estado inflamatorio local persistente (O’Byrne y Dalgleish, 2001; Itzkowitz  

y Yio, 2004; Nelson, 2004; Whitcomb , 2004). Por ejemplo los pacientes que 

sufren de trastornos inflamatorios del intestino, tales como colitis ulcerosa y 

enfermedad de Crohn, tienen un mayor riesgo de desarrollar cáncer de colon (Seril 

et al., 2003; Itzkowitz and Yio,  2004; Herszenyi et al., 2007), mientras que la 

gestión de la colitis con fármacos anti-inflamatorios reduce este riesgo (Eaden et 

al., 2000).   

Diversas células inflamatorias inmunes innatas (por ejemplo, mastocitos, 

neutrófilos, leucocitos, macrófagos, monocitos, eosinófilos, células dendríticas, los 

fagocitos y células asesinas naturales) a menudo son reclutadas en el sitio de 

infección o inflamación. En respuesta a los estímulos proinflamatorios, activan las 

células inmunes/inflamatorias generando especies reactivas de oxígeno (ERO) y 

especies reactivas de nitrógeno (ERN), que pueden funcionar como efectores 

químicos en la carcinogénesis impulsada por la  inflamación (Kumar et al., 2008). 

Por lo tanto, uno de los posibles mecanismos por los que la inflamación 

crónica puede iniciar la tumorigénesis es la generación de ERO y/o ERN en el 

tejido inflamado y posterior daño del ADN que conduce a la activación de 

oncogenes y/o la inactivación de genes supresores de tumores, entre ellos Ras y 
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p53, mutados en muchos tipos de cáncer humano (Rajalingam et al., 2007; Strano 

et al., 2007).  

Además el NO, una de las ERN, juega un papel importante en la 

carcinogénesis asociada con la inflamación mediante la modificación directa de 

ADN y la inactivación de las enzimas de reparación del ADN (Jaiswal et al., 2000). 

Mientras que el peroxinitrito, un producto formado por una reacción entre el radical 

NO y el anión superóxido, provoca daños en el ADN mediante la formación de 8-

nitroguanine (Yermilov et al., 1995;  Ohshima et al., 2006), que es un posible 

biomarcador de la inflamación asociada a cáncer (Kawanishi and Hiraku, 2006). 

Por ejemplo, se ha demostrado que el NO hiperfosforila e inactiva la proteína del 

retinoblastoma, (Rb) lo que resulta en un aumento de la proliferación de células de 

cáncer de colon humano (Ying et al., 2007). 

La inflamación crónica está implicada en todas las etapas de la 

carcinogénesis,  es decir, la iniciación, promoción y progresión (Kumer et al., 

2008). En un  tejido inflamado persistentemente, la generación excesiva de ROS 

puede causar inestabilidad genómica que conduce a la iniciación del cáncer (Lu et 

al., 2006; Perwez y Harris, 2007). Una célula iniciada solo se somete a la 

proliferación para producir un clon de células mutadas que forman la masa 

premaligna, el evento denomina generalmente la promoción de tumores. Algunas 

de las células preneoplásicas se encuentran con mutaciones adicionales y se 

convierten en malignas, y a este proceso se conoce como la progresión tumoral 

(Kumer et al., 2008).  La proliferación de las células tumorales, la acogida de sus 

células del estroma vecinas y células inmunes/inflamatorias que infiltran el tumor,  

crean un microambiente tumoral que refleja un estado inflamatorio persistente 

(Balkwill y Mantovani, 2001; Ariztia et al., 2006). Dentro del microambiente del 

tumor, diversos mediadores proinflamatorios participan en un complejo de 

señalización inflamatorio que facilita la extravasación de las células tumorales a 

través del estroma, fomentando así la progresión tumoral (Balkwill y Mantovani, 

2001; Ariztia et al., 2006) (Figura 10). 

La inflamación actúa como un regulador clave de la promoción y 

progresión del tumor por varios mecanismos incluyendo la aceleración de la 
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progresión del ciclo celular y la proliferación celular, la evasión de la muerte celular 

apoptótica, y la estimulación de la neovascularización del tumor (Surh et al., 2001; 

Philip et al., 2004). Entre los principales actores moleculares implicados en el eje 

inflamación-cáncer, se encuentran las citocinas, quimocinas, COX-2, 

prostaglandinas, receptores prostanoides (EP 1-4), iNOS, NO y NF-kB (Kumer et 

al., 2008). 

 

 

 

Figura 10. Un viaje con el cáncer: la inflamación como la fuerza impulsora. 

(Adaptado de Kumet et al., 2008) 
 

II.8 Macrofagos estimulados con lipopolisacárido como modelo celular de 
inflamación in vitro. 

Los macrófagos son componentes importantes del sistema inmunitario de 

los mamíferos, y juegan un papel clave al proporcionar una defensa inmediata 

contra los agentes externos antes de la migración de leucocitos y la producción de 

diversos mediadores pro-inflamatorios, incluyendo el NO de los radicales libres de 

corta duración (Moncada et al., 1991). Los LPS, son componentes de las paredes 



!

! 33 

celulares de las bacterias gram-negativas y son uno de los más potentes 

activadores de macrófagos (Nicholas et al., 2007). 

Los macrófagos una vez activados, secretan NO y citocinas 

proinflamatorias tales como TNF-α , IL-1β  e IL-6 (Duffield, 2003), así como 

proteasas e inducen  apoptosis en células residentes del estroma y parénquima. 

Además, los macrófagos pueden eliminar las células apoptóticas por fagocitosis y 

secretar mediadores antiinflamatorios (IL-10),  factores de crecimiento (Sergij et 

al., 1999; Duffield, 2003), lo que conduce a la cicatrización y reparación de heridas 

(Goerdt et al., 1999; Duffield, 2003).  Por lo tanto, la modulación de la citotoxicidad 

mediada por macrófagos ha sido probada como una estrategia terapéutica para 

diversas enfermedades inflamatorias. 

Es evidente la idoneidad de los sistemas in vitro como modelos celulares 

para la identificación de compuestos bioactivos de alimentos vegetales y el estudio 

de sus mecanismos de acción a nivel de células y tejidos. Los modelos celulares 

presentan una serie de ventajas frente a otros modelos experimentales con 

animales, entre las que se incluyen: un menor costo económico, la posibilidad de 

crio-conservación de las líneas celulares durante largos periodos de tiempo, la 

capacidad para desarrollar estudios a nivel molecular o la facilidad de control de 

las condiciones experimentales (O’Brien et al., 2000; Liu y Finley, 2005). 

Es por ello que los macrófagos son considerados buenos modelos 

celulares, ya que estos modelos han demostrado ser una herramienta útil en 

investigación nutricional así como en investigación encaminada a la validación de 

alimentos funcionales, al proporcionar información valiosa sobre los mecanismos 

de acción y la eficacia protectora de sustancias bioactivas puras, extractos de 

alimentos y/o productos de su metabolismo (O’Brien et al., 2000; Liu y Finley, 

2005). 
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III. JUSTIFICACIÓN 
 

La industria del café libera enormes cantidades de subproductos, los 

cuales son ricos en hidratos de carbono, proteínas, pectinas y compuestos 

bioáctivos, como los polifenóles. Con la alta producción de café proyectada para 

los próximos años, hay una necesidad imperativa de equilibrar esta producción 

con la utilización adecuada de dichos subproductos, por lo que resulta interesante 

encontrar aplicaciones para estos. Los intentos recientes se han centrado en su 

aplicación como sustrato en bioprocesos y compostaje, y no tanto relacionado a la 

industria alimentaria. 

Dentro de estos subproductos, el café utilizado (CU) es el principal residuo 

de la industria del café; éste es obtenido en grandes cantidades durante el 

tratamiento de café tostado en polvo con agua caliente o vapor para la preparación 

de café instantáneo. En promedio una tonelada de café verde genera alrededor de 

650 kg de café utilzado, y alrededor de 2 kg de café utilizado húmedo se obtienen 

por cada kg de café soluble producido, residuo que por lo general se descarga al 

medio ambiente, siendo una considerable fuente de contaminación.  

Aunado a lo anterior, desde hace varios años los efectos fisiológicos del 

café han sido reportados por varios autores, con poca atención en los 

componentes bioactivos, que permanecen  en el café utilizado tales como el ácido 

clorogénico, la fibra dietaria, e incluso melanoidinas, conocidos en conjunto como 

fibra antioxidante, y que podrían ayudar a combatir el estado inflamatorio al ser 

esta fibra antioxidante fermentada por la microflora colónica produciendo 

principalmente AGCC como el ácido acético, propíonico y butírico. Estos AGCC 

han atraído una atención por su papel positivo en el mantenimiento de la 

homeostasis del intestino, ya que pueden prevenir la inflamación y tienen efectos 

anti-proliferativos y apoptóticos en las células de cáncer de colon. Por lo tanto, el 

objetivo de este trabajo fue determinar la composición química y nutracéutica del 

residuo sólido del café (Coffea Arabica L.) utilizado y la actividad de los productos 

de su fermentación colónica in vitro sobre un modelo de inflamación utilizando 

macrófagos RAW 264.7 estimulados con LPS. 
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Los resultados de este trabajo permitirán proponer a este residuo para 

futuras aplicaciones en la industria de alimentos, como ingrediente nutraceútico, y 

a la vez reducir la contaminación ambiental que éste genera hoy en día. 
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IV. HIPÓTESIS 
!

El residuo de café utilizado es fuente de compuestos bioactivos, tales 

como polifenoles, fibra dietaria y melanoidinas, entre otros, en conjunto conocidos 

como fibra  antioxidante. Fibra que puede fermentarse in vitro y, cuyo producto de 

fermentación, pueden inhibir el estado inflamatorio en macrófagos murinos RAW 

264.7 estimulados con lipopolisacáridos.  
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V. OBJETIVOS 

V.1 Objetivo general 

!
Determinar la composición química y nutracéutica del residuo sólido del 

café (Coffea Arabica L.) utilizado y la actividad de los productos de su 

fermentación colónica in vitro sobre un modelo de inflamación. 

 

V.2 Objetivos específicos 

!
1. Comprar el grano de café con dos diferentes grados de tostado y sus 

respectivos residuos sólidos (café utilizado) en su composición química y 

nutracéutica. 

2. Simular mediante un sistema in vitro la digestión del  residuo sólido (café 

utilizado) para la obtención de su fracción no digerible (FND). 

3. Evaluar el extracto de la fermentación colónica in vitro de la fracción no digerible 

del residuo sólido (café utilizado) sobre un modelo de inflamación de macrófagos 

murinos (RAW 264.7) estimulados con lipopolisacáridos. 
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VI. METODOLOGÍA 

VI.1 Materiales 

VI.1.1 Compuestos químicos 
Los reactivos y solventes fueron adquiridos de la marca J. T. Baker. El 

medio de cultivo Dulbecco’s modified Eagle médium (DMEM) se obtuvo de la 

American Type Culture Collection (ATCC, Manassa, EU). El suero fetal bovino 

(SFB), los antibióticos y antimicóticos fuerón de la marca Gibco (Gibco, Grand 

Island, NY). Proteasa, α-amilasa, amiloglucosidasa, pepsina, pancreatina y bilis 

bovina fueron obtenidas de Sigma (Sigma-Aldrich, Canada Ltd).  
 

VI.1.2 Materia Prima 
Se trabajó con granos de café tostados y molidos de la marca Tuytz café 

ecogurmet, es decir, el café fue cultivado sin usar agroquímicos y dada las 

propiedades del suelo, tierra volcánica, le otorga propiedades organolépticas como 

aroma y sabor, hasiéndolo más agradable al paladar, especialmente debido a los 

minerales presentes en el suelo.   

Dicho café se utilizó con dos grados de tostado el americano que equivale 

a un tostado medio y el francés que equivale a un tostado oscuro, ambos 

pertenecientes a la variedad arábica, los cuales fueron cultivados en el estado de 

Chiapas, México, y se adquirieron directamente con el fabricante; éstos se 

almacenaron en refrigeración hasta su uso.  

Los residuos de café  se obtuvieron a partir de los granos de café con 

diferente tostado, mencionados anteriormente, como se describe a continuación, 

se tomaron 7 g de cada tipo de café (por separado) por cada 100 mL de agua y se 

preparó la bebida de café en una cafetera casera; los residuos de café utilizado se 

obtuvieron del filtro de la cafetera; posteriormente  cada residuo  se secó a  60 °C  

por 24 h y se almacenó protegiéndolos de la luz en refrigeración hasta su uso.  
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VI.1.3 Material biológico 
Se utilizaron 6 ratas macho de la cepa Sprague-Dawley con un peso de 

250-300 g, los cuales se adquirieron del bioterio de la UNAM, Campus Juriquilla. 

La línea  celular de macrofágos murinos RAW 264.7 se obtuvo de la 

American Type Culture Collection (ATCC, Manassa, EU).   

 

VI.2 Métodos 

VI.2.1 Composición proximal 
La composición proximal (proteína total, lípidos, cenizas y humedad) en el 

grano de café, bebida de café, el residuo de café denominado café utilizado y su 

fracción no digerible (FND) se realizo de acuerdo a las metodologías descritas 

para cada determinación en la AOAC (2002). El contenido de carbohidratos (%) se 

obtuvo por diferencia de los componentes. 

 

VI.2.1.1 Determinación de lípidos 
Los lípidos totales se determinaron por el método 920.39 (extracto etéreo) 

descrito en la AOAC (2002). Brevemente, en un cartucho de celulosa se colocaron 

5 g de muestra, se cubrieron con algodón y se colocaron en el compartimento de 

extracción de Soxhlet, donde el matraz (a peso constante) contuvo 2/3 partes de 

su volumen de éter de petróleo. Se mantuvo la extracción a un flujo de 10 

reflujos/h durante 5 h. Posteriormente, se destiló el solvente, se secó el matraz en 

estufa con la finalidad de retirar la humedad y residuos de solvente. Se peso el 

matraz. 

Cálculos: 

% grasa = (Pf – Po) / M *100 

donde: 

Pf = peso final del matraz, 

Po = peso inicial del matraz, 

M = peso de la muestra. 

 



!

! 40 

VI.2.1.2 Determinación de proteína total 
La proteína total se determinó empleando el método 920.105 (Kjeldhal) 

descrito en la AOAC (2002). Brevemente, en un matraz de digestión tipo Kjeldhal 

se colocaron 2 g de muestra desgrasada, 3.5 g de sulfato de sodio, 0.4 g de 

sulfato de cobre y se adicionaron 10 mL de ácido sulfúrico. Se colocó el matraz en 

el digestor durante una hora hasta el cambio de color de la muestra a verde claro. 

Se atemperó y se colocó el tubo en el destilador adicionando agua e 

hidróxido de sodio al 40%. Se recibió el destilado en un matraz con 25 mL de 

ácido bórico y se emplearon como indicadores rojo de metilo y verde de 

bromocresol. Se tituló con ácido clorhídrico 0.08 N. Finalmente, se determinó el 

porcentaje nitrógeno (%N) total multiplicado por un factor de conversión 

equivalente al % de proteína presente en el alimento. 

Cálculos:                            % N = (A – B) * C * D * 100 

% P = % N (6.25) 

donde: 

A = mL HCl usados en la titulación de la muestra, 

B = mL HCl usados en la titulación del blanco, 

C = meq N2 0.014, 

D = normalidad del ácido, 

M = peso de la muestra. 

 

VI.2.1.3 Determinación de humedad 
La humedad se determino por el método 925.23 descrito en la AOAC 

(2002). Brevemente, en una cápsula de porcelana a peso constante, se pesaron 

exactamente 5 g de muestra, posteriormente se introdujeron a la estufa a 100 °C 

durante 30 min. Se enfriaron en desecador y se pesaron. 

Cálculos: 

% humedad y materia volátil = (W1 – W2)* 100 / Wmuestra 

donde: 

W1 = peso inicial de la cápsula + peso de la muestra 

W2 = peso final de la cápsula + muestra. 
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VI.2.1.4 Determinación de cenizas 
El contenido de cenizas en las muestras se determinó por el método 

945.46 descrito en la AOAC (2002). Se pesó 1 g de muestra en un crisol, se puso 

previamente a peso constante, se sometió a calcinación en una mufla a 550 – 600 

°C durante 3 h. Se enfrió en desecador y se pesó. 

Cálculos: 

% cenizas = [(W1 + M1) – (M2 – W1)] * 100 

donde: 

W1 = peso constante del crisol 

M1 = peso muestra 

M2 = peso crisol + cenizas. 

 

VI.2.2 Determinación de fibra total 

VI.2.2.1  Fibra insoluble 
Se seguió la metodología establecida por Shiga et al., (2003). 

Brevemente, se pulverizó y desgrasó la muestra, se adicionaron 50 mL de buffer 

de fosfato 0.08 mmol a pH 6, se adicionaron también 100 µL de α-amilasa. El 

frasco fue protegido de la luz, se incubó en baño María a 95°C por 30 min, se agitó 

cada 5 mn y se ajustó el pH a 7.5 con la muestra atemperada. Se adicionaron 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 la muestra atemperada. Posteriormente se 

adicionaron 300 µL de amiloglucosidasa y se incubó por 30 min a 60°C con 

agitación continua. Después de incubar se filtró con papel Whatman No. 4 

previamente pesado, y se realizaron 2 lavados con 15 mL agua a 60°C, 2 lavados 

con 15 mL de etanol al 80%. Se llevó a peso constante el filtro a 60°C por 24 h, 

finalmente se pesó. La fibra insoluble fue lo que quede en el filtro. 
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VI.2.2.2 Fibra soluble 
De la prueba anterior, se conservó el residuo del filtrado, y se adicionó un 

volumen igual de etanol al 80% y se dejaró en reposo por 12 h. Se filtró en papel 

Whatman No. 42 previamente pesado, se hicierón 2 lavados con 15 mL de etanol 

al 80% y 2 con 15 mL de acetona. Se dejó secar el papel filtro por 24 h a 60°C. Se 

registró el peso. 

 

VI.2.2.3 Almidón resistente 
El contenido de almidón resistente se realizó de acuerdo a la metodología 

descrita por Saura-Calixto et al., (1993) y Shiga et al., (2003). Brevemente, se 

utilizaron la fracción insoluble de los pasos anteriores, se raspó el filtro hasta 

obtener 100 mg. Se adicionaron 6 mL de KOH 2M en agitación continua por 30 

min. Se agregaron 3 mL de buffer de acetato de sodio (0.4 M, pH 4.73) y se ajustó 

a pH 4.75 y se adicionaron 60 µL de amiloglucosidasa, se mezclaron e incubaron 

a 60°C por 30 min con agitación continua. 

Posteriormente se centrifugó a 3000 rpm por 15 min, la pastilla se lavó por 

lo menos una vez con agua destilada, el agua de lavado se aforó a 100 mL. La 

glucosa se cuantificó colorimétricamente y se calculó el contenido de almidón 

resistente, empleando la siguiente ecuación: 

Almidón resistente= glucosa (µg/mL) x Volumen x Dilución x 100 x 0.9                                                          

1000 x peso de la muestra (mg) 

VI.2.3 Determinación de compuestos fenólicos 

VI.2.3.1 Obtención del extracto etanólico 
El extracto etanólico se llevó acabo de acuerdo a la metodología de 

Pavlovíc´ et al. (2013) con ligeras modificaciones. Un gramo de muestra se 

suspendió en 9 mL de etanol al 20%, se sometió a extracción por microondas 

usando  un microondas convencional (LG, modelo MS-1145KYL); las muestras se  

calentaron por 20 seg con una potencia de 80 watts, se esperó a que la muestra 

se enfriará y se sometió a una segunda extracción con las condiciones 

mencionadas anteriormente. Una vez fríos los extractos  se centrifugaron a 5000 
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rpm por 10 min 4°C. Se tomó el sobrenadante, el cual fue utilizado para las 

siguientes pruebas.  

!

VI.2.3.2 Cuantificación de flavonoides 
Los flavonoides se cuantificaron en la diferentes muestras de café (granos, 

bebida, residuo y FND), se siguió la metodología de Oomah et al. (2005) con una 

adaptación a microplaca, donde a 50 µL del extracto etanólico se le adicionaron 

180 mL de metanol y 20 mL de solución 2-aminoetildifenilborato al 10%. Se tomó 

lectura de la absorbancia a una longitud de onda de 404 nm en un MULTISKAN. 

Se empleó rutina para la realización de la curva estándar en una concentración de 

0–50 mg/mL, la cual se preparó en metanol al 80%. La concentración de 

flavonoides fue expresada como mg equivalentes de rutina/g de muestra. 

 

VI.2.3.3 Cuantificación de taninos condensados 
La cuantificación de taninos condensados se determinó en las diferentes 

muestras de café (granos, CU) de acuerdo a la metodología de Feregrino-Pérez et 

al., (2008). Brevemente, se adicionaron 200 µL del reactivo de vainillina-HCl (1:1) 

(vainillina 1%-HCl 4%) de manera dosificada de 50 µL hasta completar los 200 µL, 

a 50 µL del extracto etanólico de la muestra y se leyó la microplaca a una longitud 

de onda de 540 nm en un MULTISKAN. Se realizó el experimento por triplicado de 

forma independiente. 

También se hizo una curva de calibración de (+)-catequina en un intervalo 

de concentración de 0–1 mg/mL. Se empleó como blanco la muestra sin la adición 

de la de vainillina, para corregir interferencias potenciales de los pigmentos 

naturales del café. La concentración de taninos condensados se expresó como mg 

equivalentes de (+)-catequina/g muestra. 

 

VI.2.3.4 Cuantificación de fenoles totales 
La cuantificación de fenoles totales se llevó a cabo por la técnica 

propuesta por Singleton y Rossi, (1965). Se tomaron 500µl de extracto etanólico, 
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enseguida se adicionó el reactivo de Folin-Ciocalteu (1:10), la reacción se 

neutralizó con NaCO3 (60 g/L), se mantuvo en reposo por 2 horas procurando 

evitar el contacto con la luz. La cuantificación se realizó en un espectrofotómetro 

(UV-visible, Perkin-Elmer Lambda 40, Software UV Win Lab v.2. 85. 04, 2000) a 

una longitud de onda de 760 nm. Se realizó una comparación de los resultados 

obtenidos con una curva de calibración de ácido gálico (0-80µg/mL). El contenido 

de fenoles totales se expresará como mg equivalentes de ácido gálicopor gramo 

de muestra. 

 

VI.2.4. Cuantificación de compuestos fenólicos por HPLC-DAD 
Estas determinaciones de llevarón a cabo a partir del extracto etanolico 

obtenido anteriormente a partir de las diferentes muestras evaluadas, bajo la 

metodología de Ramírez-Jiménez et al., (2014) . Donde  dicho extracto  fue filtrado 

e inyectado bajo las siguientes condiciones: se utilizó cromatografía líquida de alta 

resolución con detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD) el análisis se llevó a 

cabo en un sistema HPLC Agilent Serie 1100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, 

EE.UU.), utilizando una columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (Agilent Technologies, 

4, 6 x 250 mm, 5,0 micras). La columna fue controlada por termostato a 35 °C ± 

0,6 y la tasa de flujo se ajustó a 1 mL/min. La fase móvil consistió de dos 

disolventes. El disolvente A fue agua ajustada con ácido acético al 1% y el 

disolvente B fue acetonitrilo. Un gradiente lineal se utilizó como se describe a 

continuación: se mantuvó una concentración del disolvente A del 80-83% durante 

7 min, de 83-60% durante 5 min, de 60-50% durante 1 min y finalmente 50-85% 

durante 2 min. La detección se realizó a 280 nm con una velocidad de adquisición 

de 1 s. Se inyectó un volumen de 20 µL y se analizaron las muestras por 

triplicado. La cuantificación se llevó a cabo utilizando el método de estándar 

externo con los estándares comerciales de  cafeína, (+)-catequina, rutina, 

quercetina y los ácidos clorogénico, cafeico, p-cumárico, ferúlico y gálico. 

 



!

! 45 

VI.2.5 Determinación de  capacidad antioxidante 
La determición de la capacidad antioxidante se llevó a cabo apartir de los 

extractos etanólicos obtenidos anteriormente. 

 

VI.2.5.1 Capacidad antioxidante método ABTS 
La determinación de actividad antioxidante por el método ABTS 2,2- 

azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sufónico) se llevó a cabo mediante la técnica 

descrita por Nenadis et al. (2004), en microplaca. 

Se preparó una solución acuosa 7mmol de ABTS y una solución de 

K2S2O8 140 mmol, se mezclaron 5 mL y 88 µL respectivamente cuidando de no 

exponerlo a la luz durante 12 h, esperando la generación del radical. Pasado el 

tiempo, se realizó una dilución, mezclando 500 µL de la solución y se le agregarán 

de 20-25 mL de etanol. La solución se leyó a una longitud de onda de 734 nm, 

esperando valores entre 0.7 y 1 de absorbancia. 

Se adicionaron a una microplaca de 96 pozos, 20 µL del extracto 

etanólico y un control con solo 20 µL metanol. Se adicionaron 230 µL de ABTS a 

cada pozo. Lo anterior se llevó a cabo por triplicado. La lectura de la placa se 

realizó en un lector de Elisa (SPECTRA MAX 190, Molecular Devices). La placa se 

mantuvó cubierta en la obscuridad y a una temperatura de 27 °C. 

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. 

 

VI.2.5.2 Capacidad antioxidante mediante el ensayo de DPPH 
La capacidad antioxidante también se medió utilizando el ensayo de 

decoloración 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH•) se llevó a cabo de acuerdo a la 

técnica propuesta por Fukumoto and Mazza, (2000) adaptado a microplaca. Se 

añadierón 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. Las muestras se prepararon por triplicado y se leyeron cada 10 min 
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durante 90 min a una longitud de onda de 540 nm en un lector de Elisa (SPECTRA 

MAX 190, Molecular Devices). La placa se mantuvo cubierta en la oscuridad y a 

temperatura ambiente entre lecturas. 

 Se elaboró una curva de calibración de trolox (0-800 µM). Los resultados 

se expresaron como capacidad antioxidante equivalentes de trolox (TEAC) en 

µmol equivalentes de trolox /g de muestra.  

 

VI.2.6 Digestión gastrointestinal in vitro 

En esta parte se simuló todo el proceso digestivo (desde la boca hasta su 

fermentación en el colón) del café utilizado con diferentes grado de tostado. A 

continuación se describirá la metodología. Además se incluyó la participaci´øn de 

sujetos sanos y se utilizaron intestinos de rata, por lo que el protocolo fue 

analizado y aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias 

Naturales de la UAQ, en Abril, 2014 (Anexo 1). A continuación se describe la 

metodología por etapas. 

 

VI.2.6.1 Simulación de las condiciones de la boca 
Para esta parte de siguió la técnica descrita por Granfeldt et al., (1992), 

con ligeras modificaciones como se describe a continuación: se reunieron 4 

voluntarios sanos, los cuales debieron consumir su último alimento al menos 90 

minutos antes del inicio del ensayo. Se les pidió enjuagarse la boca con agua justo 

antes de masticar la muestra. 

Los 4 voluntarios masticaron 1 g de  muestra (café utilizado) 15 veces, 

durante 15 seg, descargando el contenido en un vaso de precipitados conteniendo 

5mL de agua destilada. Inmediatamente después, cada sujeto se enjuagó la boca 

por 60 seg con otros 5 mL de agua destilada, depositando el líquido en el vaso 

anterior. Posteriormente, se  mezclaron las suspensiones de cada muestra en un 

solo vaso, para proceder al siguiente paso. Por otro lado, también se preparó un 

blanco en el cual se utilizó solo agua destilada en lugar de muestra y se siguió el 

procedimiento descrito anteriormente. 



!

! 47 

VI.2.6.2 Simulación de las condiciones del estómago 
En esta parte se seguió la metodología descrita por  Stein et al., (2011) en 

donde a 10 mL de la suspensión anterior, se les añadió una solución de HCl  2 N 

en cantidad necesaria para bajar el pH a 2.0. La pepsina (0.055 g, Sigma) se 

disolvió en 0.94 mL de  HCl  20 mmol y se añadió a cada muestra para ser 

incubadas con agitación durante 2 h a 37°C. 

 

VI.2.6.3 Simulaciónn de las condiciones del intestino delgado 
La simulación del intestino delgado se  siguió adaptando las metodologías 

propuestas por Stein et al., (2011) y Ma et al., (2012), con algunas modificaciones, 

en donde un extracto intestinal se preparó por disolución de 3 mg de hiel de buey  

mas  2.6 mg de pancreatina, los  cuales fueron disueltos en 5 mL de solución 

tampón de Krebs-Ringer [conteniendo 118 mmol NaCl, 4.7 mM KCl, 1.2 mmol 

MgSO4, 1.2 mmol KH2PO4, 25 mmol NaHCO3, 11 mmol glucosa y 2.5 mmol 

CaCl2, pH 6.8 (preparar 30 min antes de utilizarse)]. Esta solución (5 mL) se 

añadió a cada muestra y al blanco; la suspensión (15 mL) fue transferida a un 

recipiente que contenia un saco intestinal invertido. 

 

VI.2.6.3.1 Técnica del saco intestinal invertido utilizando ratas 
El saco se preparó siguiendo la metodología descrita por Patil et al., 

(2010).  

!

VI.2.6.3.1.1 Manejo de los animales  
Para llevar a cabo esta técnica se emplearon 6 ratas macho de la cepa 

Sprague-Dawley (UNAM, Campus Juriquilla) con un peso entre 250 y 300 g, 

clínicamente sanas, al llegar se verificó el sexo de las ratas, el peso y la 

constancia de salud. Las ratas se mantuvieron solamente por 24 h en el bioterio 

de la Posgrado de la Facultad de Química de la Universidad Autonóma de 

Querétaro. Se alojarón 2 ratas por jaula (187 cm2 de ancho y 18 cm de alto por 

rata de 100-300 g) de acero inoxidable, las cuales permitieron la entrada de aire y 
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luz y tuvieron un clip a prueba de escape. Las ratas se mantuvieron bajo 

condiciones controladas de humedad (50 ± 10%), ciclos día/noche de 12/12 h, 

temperatura adecuada (23 ± 2 ºC), condiciones aceptables de limpieza y 

ventilación constante (NOM-062-200-199). Se alimentaron con alimento comercial 

Rodent Lab Chow 5001 (Nupec, Querétaro) y agua potable ad libitu. Al faltar 16 h 

para el sacrificio se retiró el alimento y solo se dejó el agua, ya que esta técnica de 

saco invertido requiere que los animales tengan un ayuno de 16 h.  

 

 VI.2.6.3.1.2 Sacrificio de los animales y preparación del saco intestinal 
invertido 

Para el sacrificio, las ratas fueron anestesiadas (pentobarbital 60 mg/kg) y 

el intestino fue expuesto por una incisión abdominal en la línea media, 

posteriormente  un segmento de 20-25 cm del yeyuno proximal de cada rata fue 

escindido y se colocó en la  solución tampón de  Krebs-Ringer gasificado con CO2 

y mantenida a 37°C. El segmento de intestino removido se lavó con la misma 

solución tampón para retirar residuos, y posteriormente se volteó suavemente 

sobre una varilla de vidrio, y se cortó en segmentos de longitud de 

aproximadamente 6 cm, los cuales se ligaron de un extremo (este procedimiento 

se realizó con los segmentos de intestino sumergidos en la  solución tampón de  

Krebs-Ringer para evitar la pérdida de viabilidad del tejido). El intestino se llenó 

con 2 mL de la solución tampón de Krebs-Ringer y el otro extremo del intestino se 

ligó para crear un saco, el cual fue inmediatamente incubado en un baño 

conteniendo los 15 mL de la suspensión anterior (procedente de la simulación del 

esómago), a 37 oC por 2 h, en agitación continua (80 ciclos por minuto) y en 

atmósfera anaerobia (CO2). 

Después del periodo de incubación, los sacos fueron retirados y la parte 

de las muestras contenida en el recipiente (posterior a retirar el saco intestinal), se 

denominó fracción no digerible (FND), la cual fue sometida a una fermentación 

colónica in vitro. Los experimentos se realizaron por triplicado. 
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VI.2.6.3.1.3 Manejo de los animales después del sacrificio 
Puesto que solo fue de interés para este estudio el intestino de los 

animales, los restos de las ratas no requeridos fueron destinados a desecho; se 

almacenaron en una bolsa grande color amarillo  en un congelador (temperatura 

máxima 4°C), la bolsa se marcó con la leyenda “desechos patológicos”, éstas 

fueron almacenadas por un periodo de 15 días hasta su debido trasporte e 

incineración (NOM-087-ECOL-SSA1-2002).  

El material quirúrgico utilizado se dejó remojar con cloro 12 h, posteriormente se 

lavó y  esterilizó para su posterior almacenamiento. 

 

VI.2.6.4 Fermentación in vitro de la FND 
El método de fermentación se llevó a cabo de acuerdo a lo descrito por 

Campos-Vega et al. (2009). Las fermentaciones se realizaron en tres 

experimentos independientes con duplicado para cada FND de las dos variedades 

en estudio. Rafinosa (100 mg) se empleó como control positivo de carbohidrato 

fermentable bajo las mismas condiciones. El inóculo fecal humano, empleado 

como fuente de flora bacteriana representativa del colon, se obtuvo de dos 

individuo voluntarios sanos en su primer evacuación del día, con ausencia de 
enfermedades gastrointestinales y sin haber consumido antibióticos en los 3 

meses previos a la toma de muestra. 

Tubos estériles (15 mL) con 9 mL de medio de cultivo basal que contenian 

(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, Tween-80 2 mL y hematina 0.2 g (previamente 

diluida en 5 mL de NaOH). Se sellaron los tubos y se mantuvieronn bajo una 

atmósfera anaerobia que contenia una mezcla de gases (H2-CO2-N2: 10:10:80, 

volumen) durante 12 h. El inóculo fecal (3 g de materia fresca) se homogeneizó 

con 27 mL de solución de fosfato de sodio 1 M pH 7.0. Los tubos que contenian el 

medio de cultivo basal fueron inoculados con 1 mL de homogeneizado fecal y se 

adicionó 1 mL de la FND, excepto para el control negativo. Se agitaron los tubos 
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con vortex durante 30 s y se incubaron en baño de agua a 37 °C. Se mantuvó un 

flujo continuo de la mezcla de gases hasta el término de la fermentación (24 h). 

Durante la fermentación, el pH y la producción de AGCC se determinaron a las 0, 

6, 12 y 24 h. La fermentación se detuvo centrifugando y congelando las muestras 

a – 70 °C hasta su análisis.  

 

VI.2.7. Cuantificación de ácidos grasos de cadena corta por cromatografía de 
gases 

La concentración de ácidos grasos de cadena corta se cuantificó por 

cromatografía de gases por la metodología descrita por Campos-Vega et al. 

(2009). Los extractos fermentados (EF) de la fracción no digerible (FND) (1.5 mL) 

se descongelaron rápidamente en agua tibia, se centrifugó a 4500 rpm por 15 min 

a 4 °C. Se alicuotaron 800 mL de sobrenadante a un tubo de 8 mL, se ajustó el pH 

entre 2.9 – 3.1 con HCl 1 M. Se alicuotaron 750 mL de muestra, se añadieron 120 

mL de ácido fórmico y ésta fue la muestra que se inyectó en el cromatógrafo de 

gases. Se empleó un detector de ionización de flama (DIF), una columna capilar 

Carbowax 20 M (25 x 320 x 0.30 mm) y gas helio como acarreador con un flujo de 

1 mL/min. La temperatura inicial del horno fue de 95°C, mantenida durante 2 

minutos, seguida de una elevación de temperatura de 20°C por min hasta alcanzar 

180°C. Las temperaturas del DIFy el puerto de inyección fueron de 240 y 200°C, 

respectivamente. Los flujos de hidrógeno, aire y nitrógeno fueron de 30, 300 y 20 

mL/min, respectivamente. Se emplearon estándares externos puros (ácidos: 

acético, propiónico y butírico; 0-100 mM/mL) para cuantificar los AGCC como 

principales productos de la fermentación. 

 

VI.2.8 Cultivo celular 
La línea celular RAW 267.4, de macrofagos murinos, se cultivó en medio 

Dulbecco’s modified Eagle médium (DMEM) (ATCC) adicionado con suero fetal 

bovino (10%, Gibco, Grand Island, NY), antibióticos y antimicóticos (1%). El medio 

de cultivo se cambió por medio fresco cada tercer día hasta alcanzar la 
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confluencia. Las células se mantuvieron en incubación bajo una atmósfera 

humificada de 5% CO2 a 37 °C en una incubadora Thermo scientific 3100, y se 

manejaron las células en una cámara de bioseguridad (NuAire). 

 

VI.2.8.1 Ensayo del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 
(MTT) para viabilidad celular 

Este ensayo se basa en la reducción metabólica del bromuro de 3-(4,5- 

dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial 

succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul (formazán), 

permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. Este 

método ha sido muy utilizado para medir supervivencia y proliferación celular. La 

cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazán producido. 

Las células RAW 264.7 se sembraron en cajas de 96 pozos (1x104 

células/pozo) en medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 

adicionado con suero fetal bovino (10%), antibióticos y antimicóticos (1%). A las 24 

h de incubación, el medio fue sustituido por el mismo medio DMEM pero ahora 

suplementado con 0.5% de albúmina sérica bovina (Sigma-Aldrich, Canadá Ltd), 

conteniendo 0 (control), 5, 7.5, 10, 15, 20 y 25% del EF del CU tostado medio, ya 

que presentó el mayor contenido de compuestos nutracéuticos y la mayor 

producción de AGCC. A cada una de estas soluciones se les agregó 200 µm de 

lipolisácaridos (1 µg/mL) para activar los macrófagos, y fueron esterilizadas por 

filtración (Campos-Vega et al., 2009); para esta técnica se trabajó con la luz 

apagada y protegiendo los reactivos y la placa de la luz.  Como control positivo se 

utilizó una solución solo con lipopolisacáridos (1 µg/mL); todos los tratamientos se 

incubaron por otras 24 h. 

Pasado este tiempo, el medio gastado se retiró y se apartó para medir la 

producción de NO. A las células tratadas se les añadió una solución de MTT 

disuelto en medio DMEM a una concentración de 0.5 mg MTT/mL libre de suero 

fetal bovino, 200 µL de esta solución se añadieron a cada pocillo y la placa se 

incubó durante otras 2 h.  Pasado este tiempo, el colorante que quedo sin 

reaccionar fue retirado y los cristales de formazán de MTT formados fueron 
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disueltos en dimetil sulfóxido (DMSO), una vez disueltos los cristales la placa se 

incubó por 5 miN a temperatura ambiente, posteriormente se leyó la absorbancia  

a λ= 570 nm en un espectrofotometro. La viabilidad de las muestras se calculó 

usando la siguiente ecuación: 

(% de viabilidad)=  Absmuestra   x 100 

    Abscontrol 

Los experimentos se hicierón por duplicado para su evaluación estadística. 

 

 

VI.2.8.2. Determinación de la producción de óxido nítrico en macrófagos 
RAW 264.7 activados con LPS 

La acumulación de nitrito, un indicador de la producción de NO  se 

determinó en el sobrenadante del cultivo mediante un ensayo colorimétrico con el 

reactivo de Griess. Brevemente los macrófagos RAW 264.7 se trataron de manera 

similar a la descrita para la viabilidad celular. En resumen, las células fueron 

incubadas con medio base o  LPS mas el EF del CU tostado medio a diferentes 

concentraciones conteniendo (0 (control), 5, 7.5, 10, 15, 20 y 25%), durante 24 h. 

Pasado este tiempo se retirarón 100 µL de el medio gastado con la ayuda de una 

pipeta multicanal y se pasaron a otra placa de 96 pozos, posteriormente, a cada 

pocillo de la placa que contenia el medio gastado se le añadieron 100 µl del 

reactivo de Griess [sulfanilamida al 1% disuelta en 5% ácido fosfórico y 0.1% N (1-

naftil) etilendiamina dihidrocloruro disuelta en agua], y se incubaron durante 10 

min en oscuridad. La cantidad total de nitrito presente se calculó sobre la base de 

la absorbancia de las muestras a λ= 550 nm, a partir de una curva estándar de 

nitrito de sodio. Los experimentos se hicierón por duplicado para su evaluación 

estadística. 
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VI.3 Análisis estadístico 
Los datos obtenidos a partir de los resultados se analizaron a través de un 

análisis de varianza (ANOVA). Los datos se expresaron como la media ± el error 

estándar seguido de una comparación de medias por la prueba de Tukey (α=0.05) 

con el programa estadístico JMP 8.0.1. Para los ensayos biológicos se utilizó la 

prueba de Dunnette. 
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VII. RESULTADOS 

VII.1 Composición proximal del los granos de café y café utilizado con dos 
diferentes grados de tostado 

El contenido de proteína, lípidos, carbohidratos, cenizas y humedad en las 

diferentes muestras bajo estudio se presenta en el Cuadro 7. El contenido de 

proteínas en el CU tostado oscuro mostró una reducción significativa (3.61%), 

mientras que el CU de tostado medio ésta fue sólo de 0.31%, (valores totales 

17.17% y 15.52% tostado medio y oscuro) en comparación con su respectivo 

grano tostado y molido (valores 11.91% y 16.86%  tostado medio y oscuro). Esta 

reducción puede atribuirse a que durante el proceso de tostado se producen 

compuestos aromáticos nitrogenados, como la piridina, sin embargo, otros 

compuestos como las pirazinas, oxazoles y tlazoles, son también componentes del 

aroma del café y proceden probablemente de la ruptura de las proteínas.  

 

Cuadro  7. Composición química del grano de café y café utilizado con dos grados 
de tostado. 

 
Cada valor representa la media de tres experimentos independientes ± ES, y son 
expresados como porcentaje en base seca. Letras diferentes por renglón muestran 
diferencia significativa (α ≤0.05) por prueba de Tukey. 
 
 

Los porcentajes de proteínas obtenidos en el presente trabajo son 

ligeramente mayores a lo reportado en la literatura por Belitz et al. (2009), quienes 

reportan  para grano de café un porcentaje de proteínas del 8.5-12%. Mientras que 

Mussatto et al., (2011) reportan un contenido de proteína en CU del 13.6%.  

 

 

TOSTADO  MEDIO TOSTADO OSCURO 
GRANO DE 

CAFÉ 
CAFÉ 

UTILIZADO 
GRANO DE 

CAFÉ 
CAFÉ 

UTILIZADO 
PROTEÍNA 17.17 ± 0.46a 16.86 ± 0.11ab 15.52 ± 0.10b 11.91 ± 0.40c 

LÍPIDOS 16.52 ± 0.04a 16.08 ± 0.02b 16.07 ± 0.09b 15.92 ± 0.06b 
CARBOHIDRATOS 56.00 ± 0.44d 58.89 ± 0.16c 61.61 ± 0.22b 67.33 ± 0.47a 

CENIZAS 6.45 ± 0.06a 1.88 ± 0.02c 4.39 ± 0.04b 1.14 ± 0.01d 
HUMEDAD 3.86 ± 0.05b 6.30 ± 0.03a 2.41 ± 0.04c 3.70 ± 0.02b 
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De igual manera, se ha reportado que el proceso de tostado provoca 

desnaturalización de proteínas, las cuales constituyen un 10-12% del café verde y 

un 20-25% de la fracción soluble en agua fría. Durante dicho proceso los 

aminoácidos también se degradan o se combinan con otros componentes para dar 

una mezcla compleja de compuestos volátiles y no volátiles (Montero et al., 1999).  

En cuanto al contenido de lípidos no hubo diferencia estadística 

significativa entre el CU y los granos de café, presentando éstos últimos los 

mayores porcentajes (16.52% y 16.07% para tostado medio y oscuro 

respectivamente). Mientras que el CU mostró porcentajes ligeramente mas bajos 

(16.08% y 15.92% tostado medio y oscuro respectivamente), eran los esperados, 

puesto que durante la elaboración de la bebida de café la extracción de lípidos es 

limitada. Resultados similares de poca lixiviación han sido reportado por Belitz et 

al., (2009) con un contenido de lípidos en la bebida del café del 0.8% y del 15-18% 

en el grano. En lo referente a CU no se ha encontrado reportado en la literatura su 

contenido de lípidos, hasta nuestro conocimiento son los primeros resultados al 

respecto.  

Por otro lado, los carbohidratos, son el constituyente principal del grano,  lo 

cual se refleja en el CU. En el cuadro 7 se pueden observar diferencias 

estadísticas significativas entre todas las muestras analizadas, encontrándose el 

mayor porcentaje en el CU de tostado oscuro (61.61) seguido por el grano  de café 

del mismo tostado (67.33), el CU  de tostado medio  (58.89) y por último el grano 

de café del mismo tostado (56.00). Se ha reportado para café utilizado (Mussatto 

et al., 2011) un contenido de 45.3%, solo para célulasa y hemicelulosa. Del mismo 

modo para café tostado Montero et al., (1999) reportan porcentajes de 24-39%, 

este autor determino otros compuestos, como oligosacáridos entre otros, y  por 

esta razón la diferencia es menor que los resultados obtenidos en el presente 

trabajo. También ha sido reportado por Delgado et al., (2008) un contenido de 

carbohidratos en grano de café  del 50% en peso seco. De igual manera no se ha 

encontrado reportado el contenido de carbohidratos el CU, por lo que los 

resultados obtenidos no pudieron ser comparados. 
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En el contenido de cenizas también se observaron diferencias estadísticas 

significativas entre las muestras, presentándose un mayor contenido de cenizas 

en los granos de café (6.45% y 4.39% tostado medio y oscuro, respectivamente). 

Estos resultados concuerdan con lo reportado en la literatura por Belitz et al., 

(2009) reportando porcentajes del 3-5.4% para granos de café. Mientras que para 

CU se han reportado 1.6 g / 100 g de muestra (Mussatto et al., 2011), lo que 

coincide con lo reportado en este trabajo.  

En lo que a humedad se refiere, se presentaron diferencias estadísticas 

significativas para todas las muestras, observándose que en los granos de café se 

tiene un menor porcentaje de humedad  en comparación con el CU. Esto puede 

atribuirse a que el grano de café en el proceso de tostado sufre una pérdida de 

humedad, ocurriendo lo contrario en el café utilizado, el cual se humedece al 

percolar el agua  para la preparación la bebida. 

Tomando en cuenta el grado de tostado, tanto el grano como el CU de 

tostado oscuro tienen un menor porcentaje de humedad en comparación con sus 

homólogos de tostado medio, lo que se puede atribuir a las temperaturas 

alcanzadas durante el tostado oscuro, el cual elimina aún más la cantidad de 

humedad. Estos resultados coinciden con lo reportado por Gaafar et al., (2013) 

quienes informan una pérdida de humedad al aumentar la temperatura de tostado, 

variando de 11.45% en los granos de café verdes a 2.13% en los granos de café 

de  tostado ligero, y de 1.32% en los granos de tostado oscuro.  

En general las diferencias presentadas en la composición química del 

grano de café y el CU, en comparación con la literatura citada, pueden atribuirse a 

distintos  factores. Por ejemplo ha sido reportado que la composición química del 

grano  de café es claramente dependiente de la variedad, y en menor medida, de 

otros factores tales como la altitud, la calidad del suelo, el grado de maduración, 

las prácticas agrícolas y las condiciones de almacenamiento (Hui, 1992; Montero 

et al., 1999). Así como también debido a las variaciones durante el proceso de 

tostado y a los diferentes métodos empleados para obtener el CU. 
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VII.2 Contenido de fibra total, fibra insoluble, fibra soluble y almidón 
resistente de los granos de café y café utilizado con diferente grado de 
tostado 

En el  Cuadro 8 se presenta el contenido de fibra total, fibra soluble, fibra 

insoluble y almidón resistente de las diferentes muestras evaluadas. En el 

contenido de fibra total se encontraron diferencias estadísticas significativas entre 

los granos y el CU de los diferentes tostados, siendo este contenido mayor para el 

CU con valores de 57.07% y 58.62% y de 48.62% y 48.16%. en el grano, tostado 

medio y oscuro, respectivamente. Ó 

 

Cuadro  8. Contenido de fibra soluble, fibra insoluble y almidón resistente en grano 
de café y café utilizado con diferentes grados de tostado. 

 
TOSTADO MEDIO TOSTADO OSCURO 

 

GRANO DE 
CAFÉ 

CAFÉ 
UTILIZADO 

GRANO DE 
CAFÉ 

CAFÉ 
UTILIZADO 

FIBRA 
TOTAL 48.62 ± 0.51b 57.07 ± 0.87a 48.16 ± 1.55b 58.62± 0.59a 
FIBRA 

SOLUBLE 2.13 ± 0.06a 1.58 ± 0.12b 2.24 ± 0.18bc 1.55 ± 0.16c 
FIBRA 

INSOLUBLE 46.49 ± 0.46b 55.49  ± 0.93a 45.93 ± 1.73b 57.07 ± 0.73a 
ALMIDÓN 

RESISTENTE 4.8 ± 0.82a 5.56 ± 0.19a 5.66 ± 0.03a 6.24 ± 0.03a 
Cada valor representa el promedio de tres experimentos ± ES y son expresados como 
porcentaje (%) en base seca por gramo de muestra. Letras diferentes por renglón indican 
diferencia significativa (α ≤0.05) por la prueba de Tukey. 

 

De igual manera, los contenidos de fibra soluble e insoluble presentarón 

diferencias estadísticas significativas entre las diferentes muestras, encontrándose 

el mayor contenido de fibra soluble en los granos de café con valores de 2.13% y 

2.24%, tostado medio y oscuro respectivamente. Mientras que la fibra insoluble se 

presentó en mayor cantidad en el CU con porcentajes de 55.49% y 57.07%  

(tostado medio y oscuro, respectivamente).  

Los resultados para CU difieren  con lo informado por Ferreira et al., (2012) 

encontrando un porcentaje de fibra dietarIa total de 64.19%, y valores de 0.58% y 

63.61% para fibra dietarIa soluble e insoluble, respectivamente. Estas diferencias 
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se pueden deber a que dichos autores aplicarón un tratamiento al CU con 

peróxido de hidrógeno alcalino, para modificar sus propiedades de hidratación, ya 

que  las investigaciones han demostrado que la acción del peróxido de hidrógeno 

provoca la remoción de lignina por solubilización y al mismo tiempo, interviene en 

la destrucción de la estructura cristalina de la celulosa promoviendo un aumento 

del grado de hidratación de la misma (Gould, 1985). 

Por otro lado, cabe destacar que se ha reportado que la fibra dietética 

consumida llega al intestino grueso con antioxidantes, principalmente compuestos 

polifenólicos ligados a ella, sin haber sufrido alguna hidrólisis en el tracto 

gastrointestinal. Al igual que la fibra, estos antioxidantes son sustrato de ser 

fermentados o liberados en el colon, produciendo efectos benéficos a la salud 

(Saura-Calixto, 2011). 

El contenido de almidón resistente no presentó diferencia estadística 

significativa entre las muestras evaluadas, con valores de 4.85% y 5.66% para 

grano de café y de 5.56% y 6.24% para CU, tostado medio y oscuro 

respectivamente, donde se puede notar un ligero aumento en el café utilizado con 

diferente tostado de aproximadamente 0.67% con respecto al  grano, en ambas 

muestras. Hasta el momento no se encontraron valores de almidón resistente en 

la literatura, por lo que no se pudieron comparar los resultados obtenidos en el 

presente trabajo. 

Por otro lado, se ha reportado que el almidón resistente tiene un impacto 

en la salud, al alterar el ambiente luminal del colon y ser sustrato fermentable 

produciendo AGCC, principalmente ácido butírico, y disminuyendo la producción 

de productos tóxicos provenientes de la fermentación de proteínas (Richard et al., 

2007).  

 

VII.3 Contenido de fenoles totales, flavonoides y taninos condensados de los 
granos de café y café utilizado con diferente grado de tostado 

 En el Cuadro 9 se presentan los resultados obtenidos de la cuantificación 

de compuestos fenólicos totales, flavonoides y taninos condensados en las 

muestras evaluadas.  
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El mayor contenido de fenoles totales lo presentó en grano de café de 

tostado medio, seguido por el grano de café de tostado oscuro, el café utilizado de 

tostado medio y por último el café utilizado de tostado oscuro, con valores que van 

de 26.70 a 6.77 mg equivalentes de ácido gálico/g de muestra. Cabe destacar que 

esta tendencia se repitió para los otros dos compuestos fenólicos determinados 

(taninos condensados y flavonoides).  Resultados que eran  de esperarse, ya que 

dichos compuestos fenólicos tienen una  alta solubilidad en el agua caliente y son 

transportados a la bebida. De igual forma, tanto los granos de café como el café 

utilizado de tostado medio, como su nombre lo indica, al ser un tostado más suave 

que el oscuro, permitió que los compuestos fenólicos se degradaran en menor 

proporción. 

  Parliament (2000) ha sugerido que dentro de los principales cambios de 

composición ocurridos durante el tostado se encuentra la disminución de  

compuestos fenólicos y la formación de polímeros solubles en agua de color 

marrón llamados melanoidinas, aunque disminución de proteína, aminoácidos y 

otros compuestos también se han descrito. De igual manera, se puede observar 

que el contenido de compuestos fenólicos en los granos de café fue influenciado 

por el grado de tostado. Observaciones similares fueron hechas por Baggenstoss 

et al. (2008) 

Cuadro  9. Contenido de fenoles totales, flavonoides y taninos 

condensados en grano de café y café utilizado con diferentes grados de tostado. 

Cada valor representa el promedio de tres experimentos ± ES. *mg equivalentes de ácido gálico/g 
de muestra. ** mg equivalentes de rutina/g de muestra.***mg equivalentes de (+)-catequina/ g 
muestra. Letras diferentes por renglón indican diferencia estadística significativa (α ≤0.05) por la 
prueba de Tukey. 
 

 
TOSTADO  MEDIO TOSTADO  OSCURO 

 

GRANO DE 
CAFÉ 

CAFÉ 
UTILIZADO 

GRANO DE 
CAFÉ 

CAFÉ 
UTILIZADO 

FENOLES 
TOTALES* 26.70 ± 0.26a 10.27 ± 0.11c 24.54 ± 0.493b 6.77 ± 0.15d 

 
FLAVONOIDES ** 53.44 ± 3.65a 11.47 ± 0.69b 46.80 ± 5.04a 8.10 ± 0.51b 

TANINOS 
CONDENSADOS*** 38.35 ± 1.75a 18.27 ± 0.23c 26.95 ± 1.83b 8.00 ± 0.29d 
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Además el tratamiento térmico tiene tanto efectos adversos como  

favorables sobre el contenido de  ácidos fenólicos totales. Roy et al.(2007) y Chan 

et al. (2009) encontraron que en  vegetales, el contenido de fenoles se redujo por 

el tratamiento térmico.  

Los resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan con lo 

reportado por Páscoa et al. (2013), para CU este contenido varia de 30.5 a  3.9 

µmol trolox/g de muestra. En lo que respecta al grano de café, también se 

encuentran dentro de lo reportado por Oliveira et al. (2011), quienes informan un 

contenido de fenoles totales de 29. 96 g equivalentes de ácido gálico en 100 g de 

muestra. 

En lo que respecta al contenido de flavonoides, los mayores valores se 

encontraron en el grano (53.44 y 46.80 mg equivalentes de rutina/g de muestra 

para tostado medio y oscuro respectivamente), presentándose una reducción 

significativa en el CU (11.47 y 8.10 mg equivalentes de rutina/g de muestra para 

tostado medio y oscuro respectivamente). Valores similares en CU han sido  

informados por Páscoa et al., (2013) (2.20 a 19.50 mg (+)catequina/g de muestra). 

En el contenido de taninos condensados, de igual manera se presentaron 

diferencias estadísticas significativas entre las muestras de café utilizado y las de 

grano de café con diferentes tostados, obteniendo en estas últimas los mayores 

valores (38.35 y 26.95 mg equivalentes de (+)-catequina/ g muestra para tostado 

medio y oscuro respectivamnte). Los resultados obtenidos para café utilizado se 

encuentran cercanos a lo encontrado por Wong y Wang (1991) con valores de 

14.5 ± 0.04 mg/g de peso seco. 

Cabe destacar que trabajos similares, en cuanto al contenido de 

compuestos fenólicos, en las diferentes muestras evaluadas se han encontrado 

muy pocos reportados en la literatura; por lo cual no se pudieron comparar los 

resultados obtenidos. Contribuyendo de esta manera a la generación de datos en 

lo que respecta a la composición nutraceútica de las muestras evaluadas. 
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VII.4 Cuantificación de compuestos fenólicos y cafeína por HPLC-DAD 
Con la finalidad de tener una caracterización y cuantificación de 

compuestos fenólicos presentes en las muestras de  grano de café y café utilizado 

con diferente tostado se realizó la cuantificación de los mismos mediante HPLC-

DAD. La cuantificación se llevó a cabo utilizando el método de estándar externo 

con los estándares comerciales de (+)-catequina, rutina, quercetina y los ácidos 

clorogénico, cafeico, p-cumárico, ferúlico y gálico, así como cafeína se puede. Las 

muestras de café utilizado con distinto tostado presentaron un menor contenido de 

compuestos fenólicos en comparación con las de grano de café de ambos 

tostados (Cuadro 10). Sin embargo se puede notar un mayor contenido de los 

mismos en el grano y café utilizado de tostado medio en comparación con sus 

respectivas muestras de tostado oscuro.  

 

Cuadro  10. Contenido de compuestos fenólicos y cafeína mediante HPLC-DAD 
en grano de café y café utilizado con diferentes grados de tostado. 

COMPUESTOS 
FENOLICOS CAFÉ UTILIZADO GRANO DE CAFÉ 

  
TOSTADO 

MEDIO 
 TOSTADO 
OSCURO 

TOSTADO 
MEDIO 

TOSTADO 
OSCURO 

Ácido gálico 2089.5 ± 447.9bc 1334.5 ± 34.7c 3922.4 ± 329.0a 3065.8 ± 299.1ab 
Ácido 

clorogénico 5061.7 ± 611.3ab 1842.8 ± 55.7b 11180.0 ± 2805.8a 
6477.1 ± 
1407.4ab 

Catequina 639.1 ± 61.0ab 340.7 ± 9.9b 1193.2 ± 350.4a 636.0 ± 77.6ab 
Ácido cafeico 71.5 ± 4.2 bc 28.3 ± 0.6c 299.4 ± 4.4a 222.7 ± 77.6ab 

Rutina 68.5 ± 0.3b 25.5 ± 9.8b 265.2 ± 60.5a 160.7 ± 41.4ab 
Ácido elágico 121.6 ± 17.2a 58.8 ± 2.5a 131.6 ± 51.9a 234.17 ± 58.9a 

Ácido cumárico 13.6 ± 0.7b 11.1 ± 0.4b 25.6 ± 1.9a 22.3 ± 1.3a 
Ácido ferúlico 4.1 ± 0.5a 9.6 ± 0.7a 8.4 ± 0.7a 8.9 ± 3.1a 

Quercetina 959.1 ± 8.0ab 1011.7 ± 41.8b 69.4 ± 89.9a 635.2 ± 68.2ab 
Cafeina 957.8 ± 3.8a  412.2 ± 4.4b  927.6 ± 30.9a 393.4 ± 11.02b  

Los resultados son expresados como μg/g de muestra. Cada valor representa el promedio de tres 
experimentos ± ES. Letras diferentes por renglón indican diferencia estadística significativa           
(α ≤0.05) por la prueba de Tukey. 
 

Estos resultados corroboran los obtenidos por las técnicas 

espectrofotométricas de fenoles totales, taninos y flavonoides, ya que se mantuvo 

la tendencia en el contenido de dichos compuestos la cual se presento de la 
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siguiente manera: grano de café de tostado medio > grano de café tostado oscuro 

> CU tostado medio > CU tostado oscuro. 

Ha sido reportado por diversos autores que el compuesto fenólico 

mayoritario en los granos de café es el ácido clorogénico, el cual es uno de los 

componentes clave en el café responsables de determinar la calidad de la bebida, 

así como su actividad antioxidante y a su vez  sus beneficios a la salud. En los 

resultados obtenidos se puede comprobar que dicho compuesto supera por mucho 

a los demás compuestos fenólicos evaluados, con valores que van de            

11.18 – 1.84 mg/g de muestra. 

El contenido de compuestos fenólicos presentó la siguiente tendencia; 

ácido clorogénico > ácido gálico > catequina > quercetina > ácido cafeico > rutina 

> ácido elágico > ácido cumárico > ácido ferúlico. 

Dupas et. al. (2006), informaron una concentración de ácido clorogénico 

similar  al encontrado en el presente estudio (8.75-14.21 mg/g), para grano de 

café. Además, en el mismo estudio también se encontraron cantidades mayores 

de ácido cafeico (13.93 - 27.41 mg/g) y ácido ferúlico (1.28 - 1.98 mg/g), y la 

presencia de ácido cumárico fue identificada.  

Según Materska y Perucka (2005), los compuestos fenólicos producidos 

por las plantas son el resultado de la adaptación a las condiciones de estrés 

biótico y abiótico (infección, heridas, estrés por agua, estrés por frío, elevada luz 

visible). Por lo tanto, las diferencias en la composición fenólica y la actividad 

antioxidante de los granos de café de diferentes orígenes se puede deber a los 

factores ambientales a los que estuvo sometida la planta de café. 

En años recientes se ha enfatizado en la importancia de los compuestos 

fenólicos, ya que al ligarse con la fibra dietética no sufren hidrólisis enzimática 

durante el tracto intestinal. Se sugiere que en forma acomplejada llegan al colon y 

pueden ser sustrato de fermentación por la microbiota endémica, produciendo 

efectos benéficos a la salud atribuidos a la fibra dietética y antioxidantes ligados 

como ácido ferúlico, ácido cafeíco, catequina, epicatequina, derivados de ácido 

gálico, protocatequinas, ácido parahidroxibenzoico, entre otros (Arranz et al., 

2010). Los productos de la fermentación de compuestos fenólicos por la 
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microbiota colónica incluyen ácido hidroxifenilacético, fenilpropiónico, fenilbutírico, 

entre otros, proporcionando efectos benéficos a la salud (Selma et al., 2009; 

Saura-Calixto et al., 2010).  

Aparte de lo compuestos fenólicos también se determinó la concentración 

de cafeína, éste es quizás el componente químico más importante estudiado en el 

café debido a sus efectos fisiológicos reportados (Ramalasky et al., 2009). El 

principal efecto fisiológico de la cafeína parece ser como estimulante del sistema 

nervioso central. Tiene efecto sobre el sistema cardiovascular con un ligero 

aumento en la presión arterial y el gasto cardíaco. La cafeína también aumenta  la 

secreción de ácido gástrico; sufre biotransformación en el cuerpo humano para 

formar derivados metilados de ácido úrico. La cafeína no es definitivamente  letal 

para el sistema humano si se ingiere en forma de bebidas, a menos que se 

consuman 75 tazas de café, 125 tazas de té o 200 bebidas de cola dentro de un 

período de 30  minutos (Ramalakshmi y Raghavan, 1999). 

En el Cuadro 10 se presentan los resultados obtenidos, donde se puede 

observar, como es de esperar, que el grano con diferente tostado presentó la 

mayor concentración de cafeína (957.80 y 927.60 µg/g de muestra para tostado 

medio y oscuro respectivamente), en cambio en las muestras de café utilizado se 

redujó  mas de la mitad la concentración de dicho compuesto (412.2   y 393.4 60 

µg/g de muestra para tostado medio y oscuro respectivamente). Estos resultados 

son cercanos a los reportados por otros autores; por ejemplo Ramalakshmi y 

Raghavan, (1998) encontraron que el contenido de cafeína de los granos de café 

varía de acuerdo con la especie encontrando para café arábica una concentración 

de aproximadamente 1.20%. También informaron que durante el tostado no hay 

pérdida significativa en términos de la cafeína. Este resultado es concordante con 

el presente trabajo, ya que, la variación en el contenido de cafeína en el grano con 

diferente tostado no fue significativa. De igual manera, Belitz et al. (2009) 

encontraron rangos de cafeína en granos de café de 0.8-1.4%. En lo que respecta 

a café utilizado Mutty y Naidu (2012) presentan contenidos de cafeína de tan sólo 

0.02%. 
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De esta manera se comprueba que el café utilizado es buena fuente de 

ambos compuestos tanto fenólicos como fibra dietaria, además de tener un bajo 

contenido de cafeína, menos de la mitad que el grano de café. Por lo cual 

podemos decir que dicho residuo es buena fuente de fibra dietaria antioxidante, lo 

que nos permite proponerlo como un buen candidato para su uso en el desarrollo 

de nuevos productos como ingrediente nutraceútico. 

 

VII.5 Determinación de la capacidad antioxidante de los granos de café y café 
utilizado con diferente grado de tostado 

La alta capacidad antioxidante del café se atribuye a la presencia de 

compuestos fenólicos, principalmente el ácido clorogénico, cafeína, ácido ferúlico 

y la cumarina, además de los productos formados por la reacción de Maillard 

durante el tostado, representando por lo tanto las sustancias de mayor actividad 

antioxidante del café tostado (Daglia et al., 2000; Krings y Berger, 2001; Andueza 

et al., 2004). 

La medición de la capacidad antioxidante en las diferentes muestras se 

determinó por dos métodos diferentes ABTS y DPPH , a partir de los extractos 

etanólicos; los resultados son presentados en el Cuadro 11. 

 

Cuadro  11. Capacidad antioxidante en grano de café y café utilizado con 
diferentes grados de tostado. 

TOSTADO MUESTRA DPPH* ABTS* 

MEDIO 
CAFÉ UTILIZADO 107. 36 ± 0.76c 243.66 ± 1.97b 

GRANO DE CAFÉ 436.07 ± 1.82b 416.94 ± 14.5a 

OSCURO 

CAFÉ UTILIZADO 387.34 ± 4.97b 78. 24  ±  4.46d 

GRANO DE CAFÉ 556.70 ±  44.85a 127.15 ±  1.20c 

Los resultados se presentan a los 90 minutos de incubación. *La capacidad antioxidante 
expresada como µmoles eq de trolox/g de muestra. Cada valor representa el promedio de 
tres experimentos ± ES. Diferentes letras en la misma columna expresan diferencias 
significativas α ≤0.05 en la prueba de Tukey. 
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Para el método de DPPH, la mayor capacidad antioxidante se presento en 

los granos de café con valores 556.70 y 436.07 µmoles eq. de trolox/g de muestra, 

para tostado oscuro y medio respectivamente. En lo que respecta a las muestras 

de café utilizado se obtuvo un decremento de 30.4% y 75% para tostado oscuro y 

medio respectivamente. Cabe destacar que a pesar del decremento presentado en 

dichas muestras la capacidad antioxidante de las mismas sigue siendo aceptable. 

La reducción en la capacidad antioxidante de las muestras de  café utilizado 

podría explicarse ya que  se ha reportado que durante el procesamiento del café el 

tostado afecta marcadamente su composición, debido a que las altas 

temperaturas conllevan a la pérdida de parte de los antioxidantes naturales 

presentes originalmente en el café, principalmente ácidos hidroxicinámicos 

(clorogénico, cafeico, ferúlico, cumárico, entre otros.) (Sacchetti et al., 2009). Sin 

embargo, ha sido reportado que la actividad antioxidante del café se mantiene 

durante el proceso de tostado, debido a la formación de compuestos nuevos, que 

también presentan actividad antioxidante, los llamados productos de la reacción 

de Maillard, ya que durante la última etapa de la reacción de Maillard, se forman 

compuestos poliméricos de color café llamados melanoidinas,  esto debido a la 

baja actividad de agua y las elevadas temperaturas, las cuales favorecen el 

desarrollo de estas reacciones (Budryn et al., 2009). Ha sido informada la 

probabilidad de la participación de  los compuestos fenólicos en estas reacciones, 

especialmente el ácido clorogénico, formando parte de las melanoidinas del café 

(Bekedam  et al., 2008).  

Por otro lado se ha informado que las melanoidinas son las responsables 

del color y el aroma del café tostado. A pesar de que estos compuestos suponen 

más del 25% del peso seco del café, su estructura química es extremadamente 

compleja y todavía no se conoce con exactitud, aunque se piensa que parte de su 

capacidad antioxidante se deba a los compuestos de bajo peso molecular unidos 

no covalentemente a ellas (Rufián-Henares y Morales, 2007). Puesto que el 

desarrollo de las reacciones de Maillard parece tener un importante papel en 

contrarrestar la degradación de los antioxidantes fenólicos presentes naturalmente 

en el café, se espera que la capacidad antioxidante global del café tostado 
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dependa en gran medida de la extensión en que tengan lugar dichas reacciones 

durante el proceso de tostado (Tagliazucchi et. al., 2010). 

Los resultados obtenidos se encuentran cercanos a lo reportado en la 

literatura por Bravo et al., (2013)  para CU una actividad antioxidante de 112.06 

µmoles eq. Trolox/g muestra. Por otro lado Pérez-Hernández et al., (2012) 

encontraron una actividad antioxidante en granos de café tostado de 938.58 

µmoles eq. Trolox/g muestra. 

En lo que respecta a la capacidad antioxidante evaluada por el método de 

ABTS, se presentó la misma tendencia que para la técnica de DPPH donde el 

grano de café con diferente tostado mostró una mayor capacidad antioxidante que 

sus homologas de CU, con resultados que van de 243.66 a 78.24 µmoles eq. de 

trolox/g de muestra. Presentándose de nuevo la misma tendencia que se siguió en 

la cuantificación de compuestos fenólicos por los métodos espectrofotométricos y 

por HPLC-DAD. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son cercanos a lo 

informado por Páscoa et al. (2013) para las muestras de CU, con una media de 

176 µmoles de Trolox/ g de muestra, con un máximo de 367 y un mínimo de 85 

µmoles de Trolox/ g de muestra. Estos autores correlacionaron el contenido de 

fenoles totales y flavonoides con la capacidad antioxidante teniendo resultados de 

R= 0.977 y R=0.969, respectivamente. Los resultados obtenidos en el presente  

trabajo, de igual manera se puede observar esta misma tendencia, ya que las 

muestras con mayor capacidad antioxidante son las que presentan un mayor 

contenido de fenoles totales, taninos y flavonoides. Bravo et al. (2013) reportan 

una capacidad antioxidante para CU de  215.51 µmoles eq. Trolox/g muestra. Sin 

embargo, aunque los efectos del grado de tostado de los granos de café sobre su 

capacidad antioxidante han sido investigados en numerosos estudios, existe 

bastante discrepancia en cuanto a los resultados obtenidos, ya que algunos 

autores reportan un incremento de la actividad antioxidante en los granos de café 

de tostado medio y un descenso en los de grado de tostado oscuro (Nicoli et al., 

1997; Del Castillo et al., 2002; Sacchetti et al., 2009). Otros autores informan 

sobre un aumento de la capacidad antioxidante con el grado de tostado (Daglia et 
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al., 2000; Anese  y Nicoli, 2003) y otros más un descenso de la actividad 

antioxidante con el grado de tostado (Richelle et al., 2001; Borrelli et al., 2002; 

Cämmerer y Kroh, 2006; Hečimović et al., 2011).  

De manera que varias pueden ser las causas que justifiquen estas 

diferencias por citar algunas serían: el empleo de diferentes métodos para la 

evaluación de la capacidad antioxidante, las diferencias en el tipo de café 

empleado, la posibilidad de llegar a un mismo grado de tostado variando las 

condiciones de tiempo-temperatura, la falta de una definición estándar del grado 

de tostado (ya que puede ser determinado por los cambios en el color, el 

descenso de la densidad o la pérdida de peso),  la manera de obtener el CU, entre 

otros (Sacchetti et al., 2009).   

 

VII.6 Efecto del pH en el medio de incubación durante la fermentación 
colónica  in vitro de la FND del café utilizado con diferentes grados de 
tostado 

La medición del pH en el medio de incubación es un indicador indirecto de 

la producción de AGCC producidos por la fermentación in vitro de sustratos 

fermentables. 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 

tostado se muestra en el Cuadro 12. En este ensayo se empleó rafinosa como 

control positivo de carbohidrato fermentable; mientras que, como control negativo 

se consideró el blanco del proceso de digestión mencionado anteriormente, sin 

ningún carbohidrato disponible para ser fermentado.  

En general, la tendencia del valor de pH durante la fermentación colónica 

in vitro de las FND de los diferentes residuos de café evaluados, fue en 

decremento; siendo la fermentación de la rafinosa la que presentó la mayor 

acidificación con respecto al tiempo. Guillon y Champ (2002) atribuyen el marcado 

decremento en el pH del medio a la rápida fermentación de la rafinosa y a su 

mayor biodisponibilidad para ser degradada por la carga bacteriana del inóculo, en 

comparación con la complejidad de los carbohidratos presentes en la FND de los 

diferentes residuos de café evaluados. 
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Cuadro  12. Medición de pH en el medio de incubación durante la fermentación 
colónica in vitro de la FND del  café utilizado con diferente grado de tostado. 

MUESTRA 
pH 

0 h 6 h 12 h 24 h 
TOSTADO 
OSCURO 7.41 ± 0.02Aa 6.75 ± 0.05Ac 6.86 ± 0.04Abc 6.98 ± 0.02Ab 
TOSTADO 

MEDIO 7.40 ± 0.03Aa 6.78  ± 0.06Ac 6.91 ± 0.02Abc 7.07 ± 0.02Ab 
CTR + 7.43 ± 0.04Aa 4.88 ± 0.21Bb 4.61 ± 0.23Bb 4.54 ± 0.03Bb 
CTR - 7.41 ± 0.03Aa 6.79 ±  0.05Ac 6.93 ± 0.05Ac 7.14 ± 0.04 Ab 

CTR + = rafinosa, CTR-  = blanco de la fermentación. Cada valor representa la media de tres 
experimentos independientes con dos repeticiones ± ES. Letras mayúsculas diferentes por 
columna expresan diferencia significativa entre las diferentes muestras bajo las mismas 
condiciones (α ≤  0.05) por la prueba de Tukey. 
Letras minúsculas diferentes por renglón expresan diferencia significativa entre los tiempos de 
fermentación (α ≤  0.05) por la prueba de Tukey. 
 
 

De igual manera McBain y Macfarlane (1998) reportarón que la hidrólisis 

de los carbohidratos por las bacterias colónicas genera un ambiente ácido, 

mejorando las condiciones para el crecimiento de poblaciones acidófilas que 

generan AGCC, predominantemente el ácido acético, precursor de los ácidos 

propiónico y butírico. 

Al observarse la acidificación del medio empleando como fuente 

fermentable la FND de las muestras de café utilizado bajo estudio, se sugiere que 

las mismas, son buenos sustratos de fuente fermentable en el colon, y capaces de 

producir la acidificación de éste debido, como se mostrará mas a delante, a la 

producción de AGCC, favoreciendo de esta manera la proliferación de bacterias 

benéficasy por tanto causando efectos benéficos a la salud. 

!

VII.7 Contenido de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) durante la 
fermentación in vitro de la FND del café utilizado con diferentes grados de 
tostado 

Durante la fermentación de la FND del los diferentes residuos de café se 

producen, entre otros compuestos, AGCC que son generados a nivel del colon por 
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las bacterias endémicas, ocurriendo con ello una disminución del pH en el 

contenido colónico como efecto colateral, acidificando el medio y propiciando así 

el desarrollo de Bifidobacterias y Lactobacterias, entre otras (Kulkarni y Reddy, 

1994). 

En el Cuadro 13 se muestra el contenido de AGCC como resultado de la 

fermentación in vitro del CU sometido a un proceso de digestión gastrointestinal 

previo, pudiéndose observar que la FND del café utilizado con diferentes tostados 

fue capaz de producir AGCC, teniendo una mayor proporción de ácido acético, 

seguido del propiónico y, en menor concentración, ácido butírico. A pesar de que 

no se observó diferencia estadística significativa entre las diferentes muestras 

evaluadas, se puede notar un ligero aumento en la producción de  AGCC en el 

café utilizado de tostado medio en comparación con el de tostado oscuro. A las 24 

horas se observo la mayor cantidad de ácidos propíonico y butírico 10.58  ± 0.6 y 

7.86 ± 0.3 mmol/L para tostado medio y   10.43 ± 0.4 y 7.79 ± 0.2 mmol/L para 

tostado oscuro, respectivamente. 

Los AGCC, como los ácido acético, propiónico y butírico, son de gran 

importancia ya que se les ha relacionado con la reducción de la producción de 

factores proinflamatorios. (Park et al., 2007; Usami et al., 2008; Kawamura et al., 

2009; Cox et al., 2009; Ni, et al., 2010; Vinolo et al., 2010). Jin-Sun et al., (2007) 

probaron los efectos anti-inflamatorios de butirato de sodio (NAB), fenilbutirato de 

sodio (NaPB) y fenilacetato de sodio (NaPA) en las células RAW 264.7 

estimuladas por IFN-γ demostrando que los mismos inhiben la expresión de iNOS, 

TNF-α e IL-6 inducidas por IFN-γ, mientras que mejoran la expresión de la 

citoquina antiinflamatoria IL-10. Por su parte Liu et al., (2012) encontraron que los 

tres tipos de AGCC (ácidos acetico, propiónico, y butírico) redujeron la producción 

de factores proinflamatorios incluyendo TNF-α, IL-1β, IL-6, y óxido nítrico, e 

inhibieron  la vitalidad de la iNOS. Además se ha reportado que estos efectos 

protectores pueden ser potenciados por los compuestos fenólicos asociados a la 

fibra. Por ejemplo, en estudios in vitro se ha inhibido la proliferación e inducción de 

apoptosis en células tumorales (Kawaii et al., 1999; Wenzel et al., 2000; Saura-

Calixto, 2011).  
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Cuadro  13. Contenido de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) durante la fermentación in vitro de la FND del café 

utilizado con diferente grado de tostado. 

 

6 horas 12 horas 24 horas 

 
Acético Propíonico Butírico Acético Propíonico Butírico Acético Propíonico Butírico 

CUM 37.54 ± 2.9cd 9.02 ± 0.6b 7.17 ± 0.3b 37.62 ± 9.2c 9.28 ±  1.2b 7.28 ± 0.5b 29.41 ± 4.3cd 10.58 ± 0.6b 7.86 ± 0.3b 

CUO 42.51 ±  5.1c 10.13 ± 1b 7.66 ± 0.4b 28.08 ±  6.2cd 7.54 ±  0.6b 6.65 ±  0.2b 18.79 ± 3.6d 10.43 ± 0.4b 7.79 ± 0.2b 

CTR (+) 65.74 ± 2.6b 8.07 ± 0.4b 6.75 ± 0.2b 104.31 ±  2.0a 8.04 ±  0.5b 6.48 ± 0.2b 80.09 ± 1.8b 18.79 ± 1.2a 11.49 ± 0.5a 

CUM café utilizado tostado medio, CUO café utilizado tostado oscuro, CTR(+)  como control positivo se utilizó rafinosa. Los resultados se 
expresaron como mmol/L. Cada valor representa la media de dos análisis independientes ± error estándar. Letras diferentes por columna 
expresan diferencia significativa entre tratamientos (α ≤  0.05). 
!

La rafinosa presentó la mayor producción de AGCC en comparación con las muestras de café utilizado evaluadas, 

esto se puede deber, a lo mencionado anteriormente,  que la rafinosa al ser un carbohidrato  fermentable y adicionarse 

solo, lo hace mas biodisponible para las bacterias colónicas, en comparación con la compleja matriz de la FND de las 

muestras de café utilizado con diferente tostado. 
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Diversos datos poblacionales han demostrado que la producción AGCC  

esta en el orden de ácido acético > propónico > butírico en una relación molar de 

aproximadamente 60:20:20 o 3:1:1, respectivamente, en el colon proximal y distal 

(Cummings, 1981; Cummings et al., 1987; Topping y Clifton, 2001). La relación 

molar obtenida en las diferentes muestras evaluadas fue de 62:22:16 para café 

utilizado tostado medio, 51:28:21 para tostado oscuro y 73:17:10 para rafinosa, 

presentándose en el café utilizado de tostado medio la relación molar mas cercana 

a la relación molar ideal. 

Cabe destacar que trabajos de fermentación in vitro del café utilizado tal 

como se realizó en el presente trabajo, no se han llevado a cabo, sólo se tiene 

conocimiento de algunos estudios similares como el realizado por Asano et al. 

(2003) donde dichos autores extrajeron monooligosacáridos del café utilizado por 

hidrólisis térmica, y además los sometieron a un proceso de digestión, 

demostrando que éstos fueron resistentes a enzimas digestivas α-amilasa salival 

humana,  jugo gástrico, pancreátina y enzimas de mucosa intestinal de rata, así 

mismo fueron fermentados por las bacterias colónicas y los productos de 

fermentación fueron AGCC acético, propiónico y butírico; obteniendo cantidades de 

ácido acético propiónico y butírico de 348.7 ± 69.9 mg, 118.7± 30.1 mg, 136.1 ± 

42.4 mg, repectivamente. También compararon el tiempo de fermentación con 

fructooligosacáridos y se vio que estos se fermentaban por completo a las 8 horas, 

mientras que los monooligosacáridos lo hicieron después de 15 horas de 

fermentación, explicando que estas diferencias en el tiempo podrían ser debidas a 

la diferencia en las especies y la cantidad de bacterias en las heces que utilizan 

cada oligosacárido (Hidaka et al., 1986; Asano et al., 2001.). 

En otro estudio realizado por Gniechwitz et al., (2007) de fermentación de 

fibra dietaria proveniente de la bebida de café, reportaron que una taza de café de 

150 mL contiene aproximadamente 0.5 g de fibra dietaria soluble, después de 24 

horas de fermentación con heces humanas se obtuvieron cantidades de los ácidos 



!

! 72 

acético, propiónico y butírico de 7.44 ± 0.07, 1.34 ± 0.03 y 0.41 ± 0.03 mmol 

respectivamente. 

El extracto de la fermentación (EF) del CU tostado medio resultante de 24 h 

de fermentación se empleó para evaluar su efecto sobre un modelo inflamatorio 

empleando macrófagos RAW 264.7 murinos estimulados con lipopolisacáridos 

(LPS) debido a su mayor contenido de AGCC, en especial ácido butírico, en su 

composición. 

 

VII.8 Efecto del extracto de la fermentación (EF) colónica in vitro sobre la 

viabilidad celular 

En el presente estudio, se evaluó el efecto del EF del café utilizado tostado 

medio sobre la viabilidad  de células RAW 264.7 por  medio del ensayo MTT, con la 

finalidad de  evaluar la citotoxicidad de dicho extracto. Este método ha sido muy 

utilizado para medir supervivencia y proliferación celular. La cantidad de células 

vivas es proporcional a la cantidad de formazán producido. 

En la figura 11 se presentan los resultados obtenidos, en la cual se puede 

notar que no se presentó diferencia entre todos los tratamientos analizados y el 

control. Por lo cual podemos concluir que no se observó citotoxicidad en células 

RAW 264.7 a diferentes concentraciones del EF del café utilizado tostado medio 

que fue desde 5% hasta 25%. Lo cual nos es de gran ayuda, ya que esto nos 

permitió seguir adelante con la siguiente etapa del presente trabajo, la cual 

consistió en probar dichos extractos para evaluar la disminución de la producción 

de óxido nítrico (NO). Además de permitirnos demostrar que el uso de dichos 

extractos era seguro, ya que fue capaz de mantener la viabilidad celular. 
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Figura 11. Viabilidad celular en macrófagos RAW 264.7 estimulados con 

lipopolisacárido (LPS). 

EF=Extracto de la Fermentación de CU tostado medio a las 24 horas. CONTROL= se utilizaron las 
células solo en medio DMEM con albúmina sérica bovina 0.5%.   Cada valor representa la media de 
dos análisis independientes ± ES. Letras diferentes por columna expresan diferencia significativa 
entre tratamientos (α ≤ 0.05) por la prueba de Dunnett. 
 
 

VII.9  Efecto del  EF de 24 h del CU tostado medio sobre la producción de 

óxido nítrico en macrófagos RAW 264.7 estimulados con lipopolisaáridos 

Se ha reportado que el NO es un factor proinflamatorio comúnmente 

conocido en las  diferentes enfermedades inflamatorias agudas y crónicas y es  

generado principalmente por la enzima óxido nítrico sintasa (iNOS) en los 

macrófagos; los  LPS aumentan notablemente la producción de dicho compuesto 

(Liu et al., 2012). 

Una vez comprobada la producción de AGCC durante la fermentación 

colónica in vitro de la FND de las muestras de  café utilizado, se decidió probar el 

EF del CU tostado medio, en un modelo de inflamación. En dicho modelo se trabajó 

con macrófagos RAW 264.7 murinos, los cuales fueron estimulados con LPS para 

activarlos e inducirles el estado inflamatorio, al mismo tiempo que se les indujo el 

estado inflamatorio se trato con el EF del CU tostado medio a las 24 h de 
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fermentación, esto debido a que fue el que presentó un mayor contenido de AGCC. 

Se probaron diferentes concentraciones del EF 5%, 7.5%, 10%, 15%, 20% y 25%, 

los resultados obtenidos se presentan en el Figura 12. 

 

 

Figura 12. Efecto de EF de CU tostado medio en la producción de NO inducida por 
LPS.  

EF=Extracto de la Fermentación de CU tostado medio a las 24 horas. LPS=lipopolisacáridos. Los 
resultados se expresan como % de LPS.   Cada valor representa la media de dos análisis 
independientes ± ES. Letras diferentes por columna expresan diferencia significativa entre 
tratamientos (α ≤ 0.05) por la prueba de Dunnett. 
 

En la Figura 12 se puede notar una disminución en la producción de NO 

dosis dependiente, ya que ha mayor concentración del EF del café utilizado tostado 

medio mayor fue la disminución en la producción de NO, encontrándose una 

reducción máxima del 36.9% con una concentración del EF del 25%, la cual 

equivale a concentraciones de AGCC acético propiónico y butírico de 7.35, 2.64 y 

1.97 mmol/L respectivamente. Cabe destacar que esta diferencia fue significativa a 

partir de la concentración del EF al 10%  en comparación con las muestras tratadas 

únicamente con LPS. Evaluaciones adicionales son necesarias para determinar la 

concentración que inhibe la inflamación en este modelo al menos en un 50%. 
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El único trabajo encontrado en la literatura que se asemeja al realizado en 

la presente tesis  ha sido reportado por Ramalakshmi et al. (2009) estos autores 

prepararon, apartir del grano de café con agua, el CU usando una columna de 

extracción y extrajeron durante 6 horas. A partir del CU se realizó la extracción con 

metanol en proporción material a disolvente  de 1: 8 a 1:12 por 8 horas. El potencial 

antiinflamatorio del extracto se evalúo en macrófagos J774A.1 murinos estimulados 

con LPS a tres diferentes concentraciones (1, 3 and 10 µg/mL). Los macrófagos 

fueron incubados con los tratamientos mas lipopolisacáridos (1 µg/mL) por 3 horas 

y posteriormente midieron TNF-α mediante un Kit  de ELISA para raton. Los 

autores concluyen que a pesar de que los extractos de café contienen una cantidad 

sustancial de polifenoles, los extractos de CU no mostraron actividad anti-

inflamatoria contra la  producción de TNF-α inducida por LPS. 

En lo que respecta a otros estudios similares, la mayoría de ellos se han 

llevado a cabo con  AGCC en su forma pura y no provenientes de todo un proceso 

digestivo y fermentativo en el colon. Por ejemplo, se tiene el trabajo de Sun Park et 

al. (2007) quienes evaluaron los efectos antiinflamatorios de AGCC en macrófagos 

RAW 264.7 estimulados con el Interferón gamma (IFN-γ) probaron tres tipos de 

ácidos grasos puros: butirato de sodio (NaB), fenilbutirato de sodio (NaPB) y 

fenilacetato de sodio (NaPA) reportando que los AGCC reprimieron 

significativamente la generación de NO mediada por IFN-γ el orden de dicha 

inhibición fue NaB>NaPB>NaPA. A la concentración máxima de 1.0 mmol, NaB 

inhibió casi completamente la producción de NO, mientras que una inhibición  del 

50% y 30% se observó en las células tratadas con NaPA y NaPB, respectivamente. 

Otro estudio similar al anterior lo  llevaron a cabo por Liu et al. (2012) 

quienes probaron tres tipos de ácidos grasos puros acetato de sodio (NaAc), 

propionato de sodio (NaP), y  butirato de sódio (NaB), encontrando que los AGCC 

(NaAc, NaP, y NaB) redujeron significativamente el nivel de NO en una forma 

dependiente de la concentración de 1 a 1,200 µmol/ L, donde la producción de NO 

se redujo en 39.83, 70.74, y 57.12%, respectivamente, a la dosis mas alta de  

1,200 µmol/L. 
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Las diferencias obtenidas en el presente estudio y los expuestos 

anteriormente (Park et al., 2007; Ramalakshmi et al., 2009; Liu et al., 2012) se 

pueden deber a varias causas, entre ellas la preparación del café utilizado, la 

obtención del extracto, asi como la aplicación en forma pura de los AGCC. 
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VIII. CONCLUSIONES 

La composición química del café utilizado fue muy similar al compararla con 

su respectivo grano de café, demostrando que dicho residuo es rico en proteínas, 

lípidos y carbohidratos.  

También se pudo comprobar que dicho residuo presentó una buena 

composición nutraceútica, la cual incluyó un alto contenido de compuestos 

fenólicos, (ácidos clorogénico y gálico, quercetina, entre otros), taninos 

condensados y flavonoides, los cuales contribuyeron a su alta capacidad 

antioxidante medida por los  métodos ABTS y DPPH, incluso mayor que lo 

reportado para varias frutas.  De igual manera también presentó un alto contenido 

de fibra, así como de almidón resistente.  

Todos estos compuestos bioactivos están relacionados con efectos 

benéficos a la salud del consumidor debido a que en años recientes se ha 

enfatizado en la importancia de la fibra antioxidante, ya que al ligarse los 

compuestos fenólicos con la fibra dietética no sufren hidrólisis enzimática durante el 

tracto intestinal. Se sugiere que en forma acomplejada llegan al colon y pueden ser 

sustrato de fermentación por la microbiota endémica, produciendo efectos 

benéficos a la salud atribuidos a la fibra dietética y antioxidantes ligados, como lo 

es la producción de ácidos grasos de cadena corta (AGCC). 

Los resultados obtenidos, en conjunto, dan evidencia de que la fracción no 

digerible (FND) del café utilizado puede ser fermentada por las bacterias colónicas 

siendo capaz de producir AGCC, como los ácidos acético, propiónico y butírico, 

entre otros compuestos y que los productos de fermentación del café utilizado 

tostado medio evaluados en un modelo de inflamación con células RAW 264.7 

estimulados con lipopolisacáridos inducen una reducción de casi el 40% en la 

producción de oxido nítrico a una concentración del EF del 25% lo que equivale a 

concentraciones de ácidos acético propiónico y butiríco de 7.35, 2.64 y 1.97 mmol/L 

respectivamente, sin presentar efecto citotoxico sobre estas células. 

Estos resultados nos permite inferir que el café utilizado es buena fuente de 

compuestos nutracéuticos, los cuales contribuyen a su capacidad antioxidante y a 

la generación de AGCC, los cuales pueden contribuir a la reducción del estado 
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inflamatorio, sugiriendo de esta manera que el café utilizado tiene un potencial 

efecto benéfico a la salud.  Por lo cual podría utilizarse como ingrediente 

nutraceútico para el desarrollo de nuevos productos, e introducirlo de esta manera 

en la industria de los alimentos. De este modo se pretende contribuir a generar 

interés por este subproducto, cuya recuperación podría resultar económicamente 

atractiva. 
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X. ANEXOS 

!

Anexo 1. Aprobación del proyecto por el Comité de Bioética de la Facultad de 

Ciencias Naturlaes de la Universidad Autonóma de Querétaro. 
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ABREVIATURAS 

 
ABTS                 : 2,2- azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sufónico) 

AGCC                : Ácidos grasos de cadena corta 
AMECAFE         : Asociación Mexicana de la Cadena Productiva de Café 

ATCC                 : American Type Culture Collection 

ATP                    : Adenosín trifosfato 

CU                      : Café utilizado 
DIF                      : Detector de ionización de flama 

DMEM                 : Dulbecco’s modified Eagle médium 

DMSO                 : Dimetil sulfóxido 

DPPH                  :2,2-difenil-1-picrilhidracilo 

EF                       : Extracto de fermentación 
ERN                    : Especies reactivas de nitrógeno 

ERO                    : Especies reactivas de oxígeno 

ES                       : Error estándar 

FAO                    : Food and Agriculture Organization of the United Nations 

FND                    : Fracción no digerible 

g                         : gramos 

h                         : horas 

HDAC                 :  Histona desacetilasa 

IFN-γ                  : Interferón gamma 

IL-10                   : Interleucina 10 

IL-1β                   : Interleucina 1β 

IL-4                     : Interleucina 4 

IL-8                     : Interleucina 8 , la actividad de la 

IL12                    : Interleucina 12 

LPS                    : Lipopolisacáridos 

M                        : Molar 

mg:                     : Miligramos 

min                      : Minutos 
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MIP-2                  : Proteína inhibidora de macrófagos 

mL                      : Mililitros 

mM                     : Milimolar 

nm                      : Nanómetros 

Mmol                  : Milimol 

MTT                    : Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 

N                         : Normal 

NaAc                   : Acetato de sodio 

NaB                     : Butirato de sódio 

NaB                     : Butirato de sodio 

NaP                     : Propionato de sodio 

NaPA                   : Fenilacetato de sodio 

NaPB                   : Fenilbutirato de sodio 

NF-κB                  : Factor nuclear kappa de las células β 

NO                       : Óxido nítrico 
OIC                      : Organización Internacional del Café 

PA                        : Fenilacetato de metilo 

PB                        : Fenilbutirato 

PCR                     : Proteína C-reactiva 

PPAR-γ                : Receptor de peroxisoma-proliferador activado-γ 

Rb                        : Proteína del retinoblastoma 

rpm                      : Revoluciones por minuto 

SAGARPA       : Secretaria de agricultura, ganadería, desarrollo rural, pesca y                     

alimentación 

SIAP                    : Servicio de Información Agroalimentaria y Pesquera 

TNF-α                  : Factor de necrosis tumoral-α 

µg                        : Microgramos 

µL                        : Microlitros 
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