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RESUMEN

La cascarilla de café es un residuo agroindustrial del procesamiento del café que, segin
estudios referidos por otros autores, pudiera ser una materia prima de interés comercial.
Estudios evidencian que posee capacidad antioxidante lo que tributa en beneficio a la
salud humana. Es por ello que, la presente investigacion se propuso como objetivo
evaluar la composicion quimica y actividad biolégica de la cascarilla de tres variedades
de C. arabica: Acawa (A), Sarchimor (S) y Bourbon sidra (B), utilizando métodos
cromatogréficos y espectroscopicos, para sustentar su posible aprovechamiento en la

industria farmacéutica y alimentaria.

Se realizé el andlisis bromatolégico de las cascarillas de café mediante determinaciones
que evidenciaron el valor nutricional y calidad de la materia vegetal destacando la
variedad B por su mayor contenido de proteinas y fibra total, sin embargo, las demas

variedades también demostraron buena calidad.

El analisis cromatografico en capa delgada (CCD) permitié constatar que las variedades
Ay S poseen perfiles cromatograficos similares en cuanto a la presencia de compuestos
guimicos con grupos cromoforos conjugados, metabolitos fendlicos y capacidad
antioxidante. Para las tres materias primas se evidencié, ademas, la existencia de
aminoacidos y cafeina con apariencia cromatografica planar muy similar.

El estudio cromatografico en columna acoplado con espectrometria de masas CLAE/EM
permitié la identificacion de los principales metabolitos especializados, sugiriendo la
presencia de una variedad de compuestos destacando la cafeina y otros de naturaleza
fendlica como derivados de cafeoilquinico. Cabe resaltar que en la variedad S se
identificé la mayor diversidad de componentes quimicos por ambos métodos. Dichos
resultados guardan relacién con la cuantificacién de compuestos fendlicos y de taninos
por el método de Folin-Ciocalteu y la precipitacion con gelatina, donde se constat6é que
las variedades A y S presentaron los mayores valores de fenoles totales y de taninos.
Los niveles de cafeina, también cuantificados espectrofotométricamente con ayuda de
una curva de calibracién, fueron también mayores en dichas variedades. Se cuantificd
la capacidad antioxidante mediante el método del 2-difenil-1-pricilhidrazilo (DPPH) y
midiendo el poder antioxidante reductor del ion férrico (FRAP), en ambos casos se
refieren los resultados como equivalente al patrén trolox. Aunque las tres materias
primas poseen capacidad antioxidante por ambos mecanismos de accion, las

variedades antes sefaladas destacan como las mas efectivas, resultados que



correlacionan de manera positiva fuerte con el nivel de compuestos fendlicos
determinado.

El ensayo in vivo para identificar la capacidad hipoglucemiante de la cascarilla de café
variedad S resultdé prometedor, aunque el efecto difirié significativamente de la
glibenclamida, la administracién via oral de las cascarillas logré reducir los niveles de
glucosa basal frente al control negativo. Este ensayo se define como preliminar,
tomando en consideracion que deben corregirse algunos detalles respecto a la
administracion de la cascarilla, ademas de la necesidad de evaluar el efecto dosis
respuesta utilizando mas de un grupo de tratamiento con cascarilla.

Finalmente se concluy6 que las cascarillas de café analizadas pueden ser consideradas
como materias primas de interés en la industria farmacéutica o alimentaria,
aprovechando el efecto sinérgico que brinda su capacidad antioxidante e

hipoglicemiante.

Palabras clave: Cascarilla de café, antioxidante, hipoglicemiante, compuestos fenélicos,

cafeina.



ABSTRACT

Coffee husk is an agro-industrial residue from coffee processing that, according to
studies referred to by other authors, could be a raw material of commercial interest.
Studies show that it has antioxidant capacity, which benefits human health. Therefore,
this research aimed to evaluate the chemical composition and biological activity of the
husk from three varieties of C. arabica: Acawa (A), Sarchimor (S), and Bourbon Sidra
(B), using chromatographic and spectroscopic methods, to support its potential use in

the pharmaceutical and food industries.

A bromatological analysis of the coffee husks was conducted through determinations
that evidenced the nutritional value and quality of the plant material, highlighting variety
B for its higher protein and total fiber content. However, the other varieties also

demonstrated good quality.

Thin-layer chromatography (TLC) analysis showed that varieties A and S have similar
chromatographic profiles regarding the presence of chemical compounds with
conjugated chromophore groups, phenolic metabolites, and antioxidant capacity.
Additionally, the existence of amino acids and caffeine with very similar planar

chromatographic appearance was evidenced for the three raw materials.

Column chromatography coupled with mass spectrometry (HPLC/MS) allowed the
identification of the main specialized metabolites, suggesting the presence of a variety
of compounds, highlighting caffeine and other phenolic nature compounds such as
caffeoylquinic derivatives. It is noteworthy that the S variety exhibited the greatest
diversity of chemical components by both methods. These results are related to the
guantification of phenolic compounds and tannins by the Folin-Ciocalteu method and
precipitation with gelatin, where varieties A and S showed the highest values of total
phenols and tannins. Caffeine levels, also quantified spectrophotometrically with the help

of a calibration curve, were also higher in these varieties.

The antioxidant capacity was quantified using the 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
method and by measuring the ferric reducing antioxidant power (FRAP), with the results
referred to as equivalent to the Trolox standard. Although all three raw materials have

antioxidant capacity by both mechanisms of action, the previously mentioned varieties



stand out as the most effective, results that strongly correlate positively with the level of

determined phenolic compounds.

The in vivo assay to identify the hypoglycemic capacity of the S variety coffee husk was
promising. Although the effect significantly differed from glibenclamide, the oral
administration of the husks managed to reduce basal glucose levels compared to the
negative control. This assay is considered preliminary, taking into account that some
details regarding the administration of the husk need to be corrected, in addition to the
need to evaluate the dose-response effect using more than one treatment group with
husk.

Finally, it was concluded that the analyzed coffee husks can be considered as raw
materials of interest in the pharmaceutical or food industry, taking advantage of the

synergistic effect provided by their antioxidant and hypoglycemic capacity.

Keywords: Coffee husk, antioxidant, hypoglycemic, phenolic compounds, caffeine.
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INTRODUCCION

El café se considera una de las bebidas mas consumidas a nivel mundial. Se estima el
consumo diario de 2,25 billones de tazas de café a escala mundial, destacando la
especie Coffea arabica que aporta con el 70%, gracias a sus propiedades
organolépticas de calidad superior. A dicha bebida se le atribuyen diversos efectos en
la salud humana por su contenido en compuestos quimicos como polifenoles, alcaloides
y aminoacidos, siendo los metabolitos predominantes la cafeina, el &cido clorogénico,
el acido cafeico, el acido ferulico, entre otros (Fernandez, Sotto y Vargas, 2020). Con
respecto a las propiedades terapéuticas del café se menciona su capacidad

antioxidante, anticancerigena y antiinflamatoria (Ali et al., 2022).

En la produccion del café se generan subproductos potencialmente aprovechables por
su contenido de metabolitos especializados, especificamente la cascarilla destaca por
un considerable valor nutricional (Cangussu et al., 2021). En gran parte de localidades
donde se procesa el café no se tiene un adecuado sistema para la gestion de residuos,
lo que resulta en gue la cascarilla desechada libere componentes como la cafeina,
taninos y &cido clorogénico en el medio ambiente, incluso en fuentes de agua. Segun
Tolessa et al., (2022) hay que considerar que, principalmente, la cafeina es un
compuesto ecotoxicoldgico capaz de provocar graves dafios en organismos acuaticos y
mamiferos, provocando un crecimiento anormal y una reduccion en su fertilidad. De la
misma manera se menciona que los taninos y la cafeina pueden tener efectos negativos
sobre la flora y el crecimiento normal de microorganismos, el nivel de dafio dependera
de la sensibilidad que tenga el organismo y la concentracion a la que se expone el

mismo.

Dependiendo del método de procesamiento se genera una cantidad considerable de
residuos que van del 30-50% de la carga producida de café (Tolessa et al., 2022). De
esta manera, la eleccién del tema se fundamenta en que el café mas alla de ser una
bebida cotidiana, posee subproductos de composicion fitoquimica potencialmente
beneficiosa para la salud, siendo interesante identificar las diferencias entre variedades
para brindar informacién que sirva como base en la elaboracion de productos con

potencial terapéutico.

En la investigacién se propone un estudio comparativo entre variedades de C. arabica

siendo estas A, Sy B, todas en estado de madurez 6ptima del fruto. Finalmente, para la

13



determinacion de estas caracteristicas se busca emplear técnicas de extraccion y
analisis incluyendo la cromatografia y la espectroscopia para separar, cuantificar e
identificar componentes presentes en la muestra. Por todo lo antes expuesto la presente

investigacion se propone los siguientes objetivos

Objetivo general

Evaluar la composicion quimica y actividad biologica de la cascarilla de tres variedades
de C. arabica mediante métodos cromatograficos y espectroscopicos, para la
generacion de evidencias que sustenten su posible aprovechamiento en la industria

farmacéutica y alimentaria.
Objetivos especificos

e Realizar el andlisis bromatologico de las cascarillas de C. arabica variedades
Acawa, Bourbon sidra y Sarchimor, mediante algunas determinaciones que

evidencien el valor nutricional y calidad de la materia prima vegetal.

e |dentificar los principales metabolitos especializados mediante cromatografia en
capa delgada y cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a
espectrometria de masas, para su comparacion con resultados antes referidos

en la bibliografia.

e Cuantificar los principales metabolitos especializados presentes en las matrices
vegetales, mediante métodos espectroscopicos para su debida correlacion con

la actividad biolégica.

e Analizar la capacidad antioxidante de las tres variedades de cascarilla de café
mediante dos técnicas colorimétricas, para la correspondiente justificacién de su

aplicacién en el campo de la salud humana.

e Determinar la capacidad hipoglucemiante preliminar de la cascarilla de café,
mediante métodos in vivo, para la validacion de su posible empleo en el campo

farmacéutico.

14



MARCO TEORICO

1.1 Fitologia del café

En la familia Rubiaceae existen cerca de 500 géneros entre los cuales destaca Coffea
por su gran importancia economica. A su vez este género se compone por un
aproximado de 100 especies con diversos origenes geograficos; de la misma manera
estas son variadas en cuanto a su tamafio pero coinciden en ciertas caracteristicas
como la densidad de su madera, flores con corolas blancas o rosadas y su fruto es
polispermo (Romero, 2019). A nivel mundial las especies que representan una mayor
produccion son C. arabica, C. canephora, C. liberica y C. excelsa, siendo las dos

primeras las especies que lideran la produccién mundial (Melesy y Kolech, 2021).
1.1.1 Morfologia.

C. arabica se caracteriza por ser un arbol pequefio y liso que en ciertas ocasiones solo
crece hasta considerarse un arbusto. Romero (2019) menciona que las hojas de esta
especie son pequefias pero su ancho varia apreciablemente. En cuanto al largo se
establece un promedio de 12 a 15 cmy cerca de 6 cm de ancho con forma oval o eliptica.
Por otro lado, Ferreira et al., (2019) establece que las hojas son delgadas, brillantes y
agudas en la base, siguiendo su patron de crecimiento en pares opuestos en la rama.
Cabe destacar que el color de las hojas puede variar dependiendo de la especie y
variedad, en el caso de C. arabica estas son verde claro, aunque en ciertas ocasiones

pueden ser de color bronce.

Con respecto a las flores, Klingel et al. (2020) refiere que las plantas de café adultas
producen mas de 30000 flores, principalmente blancas, sobre todo cuando se trata de
C. ardbica, puesto que C. canephora llega a producir mas. La funcién que cumplen es
prevenir la deshidratacion y repeler a los insectos y una vez secas se pueden utilizar
para elaborar una tisana pues en su composicion tienen cerca de 1 g de cafeina y
trigonelina por cada 100 g de peso seco. Las flores de la planta de café se forman de
una corola con cinco I6bulos y un pistilo, la base de la corola tiene el ovario que una vez
fertilizado torna las anteras de color café para posteriormente caerse dejando

descubierto al ovario para que se forme el fruto (Romero, 2019).
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Por su parte, el fruto del café contiene capas en su interior que rodean a la semilla donde
se encuentra conformado por embrién, endospermo y perispermo (Ferreira et al., 2019).
Se define como una baya que se compone de pulpa, exocarpio y mucilago. Los granos
gque se encuentran al interior se recubren por 2 capas, la primera es el pergamino siendo
una capa dura pero facil de romper y la segunda en una pelicula plateada también
conocida como piel plateada. Especificamente, la semilla es oblonga y su tamafio puede
variar en un promedio de 10 cm de largo y 6,5 cm de ancho (Romero, 2019).

1.1.2 Fenotipificacion de variedades

Existe una gran extensién de variedades que componen la especie C. arabica, se puede
sefialar que entre ellas guardan similitud, sin embargo, existen ciertas caracteristicas
que permiten su diferenciacion. En cuanto a la variedad A se destaca por su tamafio
pequefio con entrenudos cortos, ademas se caracteriza porque sus frutos son grandes
y de color rojo, sin embargo, tarda mucho mas en madurar con respecto a otras
variedades. Se la conoce por ser resistente a la roya de café y tener buena tolerancia

en casos de sequia (Romero, 2019).

De acuerdo con la guia de variedades de café detallada por la Asociacion Nacional de
Café (Anacafé) de Guatemala (2019), la variedad B tiene una forma conica no tan
acentuada con abundantes ramas secundarias. Su fruto se caracteriza por ser mas
pequefio que otras variedades, pero su coloracion es mas rojiza cuando alcanza la
madurez. En cuanto a su altura, esta variedad llega a alcanzar los tres metros lo que la
hace susceptible a caida de los frutos ya sea por accién del viento o lluvias. Ademas,
Bourbon es una variedad que alcanza la madurez mas rapido con respecto a otras

variedades de C. arabica.

La variedad S surge del cruzamiento entre Villa Sarchi y el hibrido Timor, posee un
tamafio pequefo y tiene entrenudos cortos al igual que la variedad A, sin embargo, se
diferencia por tener una mayor ramificacion secundaria llegando a tener ramas muy
largas. Otro factor que la diferencia es que sus frutos varian en color del rojo al amarillo

y presenta ciertos brotes verdes en sus ramas (Romero, 2019).
1.2 Procesamiento del café

A pequeia escala el procesamiento del café es directo y se puede dividir en 3 métodos

principales, se inicia con la seleccién de las cerezas y su debida clasificacion ya sea por
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una recoleccion y separacibn manual o mediante inmersiéon en agua. Cuando el
procesamiento se realiza por el método seco las cerezas se colocan bajo el sol 0 en la
sombra en un ambiente que propicie la pérdida de agua. También se pueden secar de
manera artificial con una fuente suave de calor, posteriormente se retira la cascara
dejando expuesto el grano de café (Febrianto y Zhu, 2023). Ya sea bajo el sol o con
secadores de aire se debe controlar hasta que la humedad baje a un 10-12% y se retira
la materia extrafia para dejar solo las cerezas secas a las que se les retira la capa
externa, de manera manual o con maquinaria, en este punto es donde se elimina la

llamada cascarilla de café.

El método en seco es mas sencillo en comparacion al himedo, sin embargo, este Ultimo
tiene como objetivo la obtencion de una bebida de mayor calidad; iniciando asi con la
recoleccion de cerezas maduras separadas mediante flotacion para despulpar, remojar
y fermentar, eliminando pulpa restante y piel plateada. En este método las cascarillas
se obtienen mecéanicamente después del lavado, se puede afirmar que la diferencia
entre ambos métodos de procesamiento radica en que el método himedo elimina las
partes exteriores de la semilla antes del secado, es decir durante y después de la
fermentacion lo que puede representar una variable que afecta la calidad de la cascarilla

obtenida en ambos métodos (Das, 2022).
1.3 Cascarilla de café
1.3.1 Generalidades

La cascarilla se compone de piel, pulpa y pergamino obtenidos tras el secado de las
cerezas de café por una separacién mecanica. De manera general se afirma que tiene
un contenido considerable de proteinas, lipidos, minerales y carbohidratos en
proporciones variables. Se menciona, ademas, que la cascarilla de café tiene fibras,
compuestas por celulosa, hemicelulosa y lignina, asi como cafeina y compuestos
fendlicos, que hacen a este subproducto un recurso ideal para el desarrollo de diversos
productos. En Yemen y Etiopia se utiliza la cascara de café en una infusién tradicional,
asi como para la produccion de elixires y suplementos de fibra dietética, sin embargo,

en América Latina su uso no esta muy difundido (Klingel et al., 2020).
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1.3.2 Analisis proximal

De acuerdo a un analisis nutricional aplicado a diferentes subproductos de C. arabica,
Machado et al. (2023) determinaron los porcentajes en peso seco de varios
componentes como cenizas, proteina, grasas, fibra dietética total, asi como la fibra

dietética soluble e insoluble y los carbohidratos disponibles, como se observa en la

Tabla 1.

Tabla 1. Analisis proximal de subproductos de C. arabica en % de peso seco.

Parametro Pulpa Céscara Pergamino Piel
plateada
Ceniza 10,72+0,21 | 7,86 0,07 0,65 + 0,05 9,47 £ 0,06
Proteina 10,23 + 0,08 8,77 £0,14 1,66 = 0,07 16,31+ 0,12
Grasas 1,70+ 0,01 1,06 + 0,07 0,18 + 0,03 2,91 + 0,09
Fibra dietética (FD) | 46,12+ 0,00 | 39,04 +0,49 | 94,19+0,38 | 65,87 £0,00
total

FD insoluble 36,99+0,08 | 32,13+0,28 | 93,62+0,39 | 56,86 + 0,00
FD soluble 9,13 + 0,07 6,91 +0,21 0,57 +£0,01 9,01 + 0,00
Carbohidratos 31,23+0,29 | 43,27+0,48 | 3,32+0,28 5,44 + 0,24

Cabe destacar que lo que se denomina cascarilla de café puede variar en diferentes
investigaciones en este caso se analiz6 la pulpa, cascara, pergamino y piel plateada por
separado de tal manera que cada subproducto mostré porcentajes variados en cada
pardmetro. Esto coincide con Cangussu et al. (2021) quien manifiesta que existe una
gran variabilidad en las composiciones proximales reportadas en la literatura como se
muestra en la Tabla 2, siendo los componentes con mayor variabilidad los carbohidratos,
celulosa, hemicelulosa y lignina. Dicha variabilidad se atribuye més a la falta de una
definicion adecuada del término cascarilla de café, que a la variabilidad agronémicay a

los métodos de procesamiento.
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Tabla 2. Analisis proximal de la cascarilla de café.

Parametro Rango (%)
Lipidos 0,5-3
Proteinas 7-17
Cenizas 3-7
Carbohidratos 16-85
Celulosa 14,7-46,1
Hemicelulosa 10,2-29,7
Lignina 10,1-34,2

1.3.3 Metabolitos especializados

La cascarilla de café se caracteriza por contener cafeina, compuestos fendlicos, pectina,
monosacéaridos y disacaridos, estos componentes bioactivos otorgan a este
subproducto del procesamiento del café un considerable potencial antioxidante, asi
como antimicrobiano, antialérgico, antihipertensivo, estimulante, entre otros (Prihadi et
al., 2020).

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios aromaticos que se sintetizan por
la via de los fenilpropanoides y en las plantas ejercen mecanismos de defensa contra
patégenos, gracias a sus propiedades antimicrobianas y antioxidantes, contribuyendo a
la evasion de infecciones en la planta, asi como la proteccién de sus tejidos del efecto
téxico por especies reactivas del oxigeno (Kumar et al., 2020). Especificamente en la
cascarilla de café los compuestos fendlicos presentes se subdividen en &acidos
hidroxibenzoicos, acidos hidroxicinamicos, acidos fenilacéticos, monémeros de flavan-
3-oles, dimeros de flavan-3-oles y flavonoles. Rebollo et al. (2021) destac6 como los
principales compuestos presentes al acido clorogénico (ACG), seguido del &cido
protocatéquico, kaempferol y acido galico, luego de una caracterizacién quimica por

cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a espectrometria de masas (CLAE/EM).

De acuerdo con Lu et al., (2020) los acidos clorogénicos (ACGs), componentes
predominantes en la cascarilla de café, son un grupo de hidroxicinamatos donde destaca
el 4cido 5-O-cafeoilquinico (5-CQA). Esto coincide con Esquivel et al. (2020) quien

afirma que el ACG predominante en 5 especies de café, incluyendo C. arabica, fue el 5-
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CQA. Ademas, se menciona que se identificaron compuestos fendlicos adicionales en
la cascara y no en la pulpa, tales como la catequina y hexdxidos de epicatequina, asi

como la rutina.

Los flavonoides también destacan como componentes de la cascarilla de café. Son
compuestos fendlicos polihidroxilados que cuentan con 2 anillos aromaticos en su
estructura y se unen por 3 atomos de carbono formando su estructura base C6-C3-C6.
La estructura del anillo C3 determina la naturaleza del compuesto, los que se clasifican
en flavonas, flavonoles, flavanonas, catequinas, antocianidinas, isoflavonas, entre otros
(Coello et al., 2021). El contenido de flavonoides totales en una muestra de cascarilla
de café oscila entre 5,52 y 10,10 mg/g de acuerdo con Rebollo et al. (2021), mismo autor
que destaca entre los flavonoides al kaempferol. Por su parte, Sangta et al. (2021)
menciona que predomina el galato de epigalocatequina, seguido de naringenina,

galocatequina, galato de epicatequina, quercetina y flavan-3-oles monoméricos.

Con respecto a la cafeina y trigonelina, se trata de alcaloides muy solubles en agua por
lo que se considera una pérdida durante el procesamiento industrial en caso de utilizar
agua. De acuerdo con Cangussu et al. (2021) en la cascarilla de C. arabica hay hasta
696,22 + 4,86 mg de cafeina por cada 100 g de cascarilla. En cuanto a la trigonelina
puede alcanzar concentraciones de 542,80 + 6,54 mg/100 g. Sin embargo, la pérdida
de ambos compuestos es muy significativa siendo la trigonelina el componente que
representa un mayor porcentaje de pérdida al ser mas soluble en agua en comparacién
a la cafeina. Ademas, se menciona que el contenido de estos alcaloides es mucho
mayor en la cascarilla en comparacion con otros subproductos. En ciertos casos incluso

representa mas de la mitad de los alcaloides presentes en el grano de café total.

Cabe destacar la presencia de polisacaridos en la cascarilla de café, segin Mohammed
et al. (2021) estos componentes son polimeros macromoleculares capaces de brindar
estructura, proteccion y respuesta a estimulos. Para la determinacion de la estructura
de polisacéaridos presentes en la cascarilla de C. arabica se requiere identificar los
monosacaridos siendo el porcentaje molar relativo de 25,24, 32,92, 11,91 y 15,84 para

arabinosa, xilosa, galactosa y glucosa, respectivamente (Cangussu et al., 2021).

Las antocianinas se caracterizan por presentar una coloracién vibrante por lo que en las
plantas cumplen funciones de colorantes naturales ademas de antioxidantes. En la

cascarilla de café predomina la cianidina-3-rutinésido. Lozada et al. (2023) menciona
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que son sustancias muy susceptibles a degradarse por el cambio de factores como el
pH, la temperatura, luz, enzimas y oxigeno por lo que su estabilidad se considera baja.
Para que las antocianinas se mantengan estables las condiciones de pH deben estar

por debajo de 3 y a una temperatura menor de 40 °C en ausencia de luz.

Por otro lado, los taninos son, generalmente, extraidos de hojas y cortezas de arboles
donde su concentracién varia dependiendo de la especie entre un 2 y 40%, sin embargo,
en la cascarilla de café se determiné un porcentaje del 10,05% de acuerdo con Prihadi
et al., (2020).

1.4 Actividad biolégica
1.4.1 Actividad antioxidante

Se entiende por actividad antioxidante la capacidad de un compuesto para neutralizar
radicales libres presentes en las células y evitar la formacion de peroxido de hidrogeno
y oxigeno triplete. Estos radicales ejercen un impacto negativo en los organismos y a su
vez se relacionan con el estrés oxidativo. Los compuestos antioxidantes se pueden
clasificar en primarios y secundarios siendo los que estan presentes en la cascarilla de
C. arabica de tipo primarios puesto que inhiben la cadena de oxidacion al dar hidrégenos
o aceptar radicales libres, generando unos mas estables. Dentro de este grupo destacan
aquellos con estructuras fendlicas como flavonoides, catequinas, carotenoides, entre
otros (Munteanu y Apretei, 2021). Se sefiala que los polifenoles presentes en la
cascarilla de café tienen una actividad antioxidante de 13 mg/g de cascarilla bajo el
método con reactivo DPPH (Prihadi et al., 2020).

En diversos estudios se ha detallado la actividad antioxidante en extractos de cascarilla
de café bajo métodos de extraccion adecuados para compuestos sensibles, por ejemplo
el bafio ultrasonico. En una investigacion desarrollada por dos Santos et al., (2021) se
utilizaron los métodos con el reactivo DPPH y el acido 2,2’-azino-bis-(3-etiltiazolina-
bencenosulfénico-6) (ABTS) con el fin de comparar los resultados con el antioxidante
sintético butilhidroxitolueno (BHT). Se concluye que dependiendo del método y las
condiciones el contenido de componentes antioxidantes varia. Sin embargo, los
extractos de cascarilla de café siempre muestran un notable potencial antioxidante

incluso superando al BHT en ciertas ocasiones.
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1.4.2 Actividad antiinflamatoria

En cuanto a la actividad antiinflamatoria se hace referencia al potencial para inhibir el
proceso inflamatorio que deriva del propio sistema inmune. Se ha descrito que los
flavonoides y triterpenos contribuyen al efecto antiinflamatorio gracias a su mecanismo
que inhibe la prostaglandina sintetasa, lo que reduce los niveles de prostaglandinas
responsable de los procesos inflamatorios (Rodriguez et al., 2020). Si bien es cierto que
no se reportan estudios referentes a la propiedad antiinflamatoria en la cascarilla de C.
arabica, los compuestos fendélicos como el ACG presente en especies vegetales son
capaces de disminuir la inflamacion, ademas se describe el mecanismo antiinflamatorio
del ACG basado en su potencial para impedir la sintesis y secrecién de citoquinas

proinflamatorias, éxido nitrico (NO) y prostaglandina E2 (PGE2) (Huang et al., 2023).
1.4.3 Actividad antimicrobiana

Por su parte, la actividad antimicrobiana corresponde a la capacidad de inhibicion del
crecimiento microbiano, misma que en la cascarilla de café se atribuye a la presencia
de ACG y melanoidina. Pisco et al. (2023) determiné que el extracto etandlico de
cascarilla de C. arabica tuvo un porcentaje de inhibicion del 74,62% para la bacteria
Escherichia coli, con un crecimiento so6lo de 15,38 unidades formadoras de colonias
(UFC). A pesar de que en el mismo estudio se afirma que el extracto con acetona y
hexano logré una inhibicion del 100%, estos no son seguros en caso de gue se requiera
el extracto para la elaboracién de productos dirigidos al consumo o aplicacion topica,

debido a su grado de toxicidad.
1.4.4 Actividad hipolipemiante

Se entiende como la propiedad que disminuye los niveles de lipidos en sangre. De
acuerdo con Bangar et al. (2023), el kaempferol presente en las cascarillas de C. arabica
es un compuesto bioactivo capaz de reducir la oxidacién de lipidos en el organismo. De
la misma manera Elsawy y Serag EI-Din, (2021) concluyeron en un estudio que la
inclusion de cascarillas en la dieta de modelos animales hiperlipidémicos, mostré una
reduccion del colesterol total, lipoproteina de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL) mientras que aumento las lipoproteinas de alta densidad
(HDL) con valores de 117,41, 24,46 y 47,46 mg/dL, respectivamente.
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1.4.5 Actividad hipoglucemiante

Referente a la actividad hipoglucemiante se entiende como la capacidad de disminuir la
absorcion y concentracién de glucosa a nivel sanguineo, se afirma que numerosas
especies vegetales cuentan posiblemente con esta actividad biol6gica y uno de los
mecanismos por los que actian en su mayoria es reduciendo la velocidad a la que se
absorben los carbohidratos y retrasando el vaciado gastrico gracias al aumento de la
viscosidad que genera el mucilago (L6pez, 2006). En el caso de la cascarilla de café,
se destaca por su contenido de fibra que es del 89 - 91% segun Benitez et al., (2019) lo
gue plantea su efecto hipoglucemiante como una consecuencia de la alta concentracion
de fibra. De acuerdo con Gauna (2021) la fibra es capaz de mejorar el perfil glucémico
gracias a diversos mecanismos entre los que se menciona una reduccion en la densidad
de calorias, aumento de la sensacién de saciedad y una disminucién en la absorcion de
glucosa a nivel del intestino delgado ya que retiene tanto las moléculas de glucosa como

las de grasa.
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METODOLOGIA

2.1 Tipo de investigacion

La presente investigacion se llevé a cabo el afio 2024, en la ciudad de Machala,
perteneciente a la provincia de El Oro. El presente trabajo de investigacion se clasifica
como descriptivo, analitico y experimental, y fue ejecutado en la Universidad Técnica de
Machala, especificamente en el laboratorio de investigacion de la Facultad de Ciencias

Quimicas y de la Salud.
2.2 Enfoque de la investigacion

La investigacion se catalogé de tipo cuantitativa, donde se recolectaron datos para su
interpretacién y correlacion, a través de técnicas cromatograficas, espectroscopicas y

estadisticas.
2.3 Poblacion

La materia vegetal que se estudié fue la cascarilla de C. arabica que se obtuvo por
procesamiento hiumedo realizado al fruto maduro de café, recolectado en el mes de abril
del afio 2024. Cabe destacar que se traté de tres muestras de la misma especie, pero
distintas variedades siendo A, S y B, las dos primeras procedentes de “Don Salvador
Café” en el cantdn Las Lajas, mientras que B fue recolectada en el cantén Zaruma,

ambos de la provincia de EI Oro.

2.3.1 Material de estudio

Cascarillas de C. arabica, variedades A, By S.
2.4 Hipétesis

Ho: Las variedades de C. arabica, A, B y S objeto de estudio difieren en su composicion
quimica y como consecuencia en su actividad bioldgica.
H.: Las variedades de C. arabica, A, B y S objeto de estudio no difieren en su

composicién quimica y como consecuencia en su actividad bioldgica.
2.5 Variables

Variable independiente: Cascarillas de C. arabica variedades A, By S.

Variable dependiente: Composicién quimica y en consecuencia actividad bioldgica.
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2.6 Métodos y técnicas de procesamiento
2.6.1 Preparacion de la muestra

El procesamiento de secado se realiz6 a 45 °C en estufa con recirculacién de aire
forzado al 100%, con trampilla abierta al 100% durante 24 horas. La materia prima se
almacen6 en fundas con doble cierre hermético zipper a temperatura ambiente. Se
redujo el tamafio de particula en el equipo DISINTEGRATOR (HSD-400A), se paso el
polvo obtenido por un tamiz de 850 micras y se envaso en bolsas herméticas y en una

desecadora para su analisis.
2.6.2 Analisis proximal de la cascarilla de café

Para el andlisis quimico proximal de la muestra se determiné la humedad, minerales,
grasas, proteinas, fibras y cenizas totales. Todos los ensayos se realizaron por triplicado

para dar como resultado la media y desviacion estandar.
e Determinaciéon de humedad

Se realizé con ayuda de una termobalanza (OHAUS, modelo MB90,) con fuente de

calentamiento halégeno, a una temperatura de 105 °C y hasta lograr un peso constante.
e Determinacion de grasas

Se determind mediante la técnica establecida por Pilco et al. (2021) modificada. Se inicié
colocando un cartucho de papel filtro con 2 g de muestra en un embudo Soxhlet y se
afiadié 200 mL de hexano de grado de HPLC (Fisher Cheminal). La extraccion tuvo una
duracién de 4 horas y se utilizaron planchas calefactoras Electric Life. Una vez obtenido
el extracto se coloc6 a sequedad utilizando un rotaevaporador (HEIDOLPH LABOROTA
4001 Efficient) con un criostato acoplado modelo LAUDA/ALPHA RA-8 y una bomba de
vacio VACUUBRAND PC 600. Se determiné el porcentaje de grasas por gravimetria

mediante la ecuacion que se describe a continuacion.

2-mil

% grasas = = — x100 (1)

Donde;
m.:. Peso del balén con extracto concentrado (g)

ma1. Peso del baldn vacio (g)
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m: Peso de la muestra (g)
e Determinacion de proteinas

Para su determinacién se tuvo como base el método Kjeldahl y el factor de conversién

de nitr6geno a proteinas. Dicho procedimiento se realizé en el laboratorio Nemalab.
e Determinacion de cenizas totales

Se desarrolld el método propuesto por la Association of Official Analytical Chemist
(1990), con algunas modificaciones. las muestras de droga seca se colocaron en un
desecador a temperatura ambiente, los crisoles fueron calentados previo al ensayo en
estufa (MEMMERT UF 55) a 110 °C. Luego, la muestra vegetal se inciner6 en mufla
(Nambertherm L-150 KICN) a 700 °C por 6 horas. Posteriormente, se colocaron en un
desecador hasta que alcanzé la temperatura ambiente para determinar su peso en la
balanza analitica (RICE LAKE). El porcentaje de cenizas totales se calculé mediante las

formulas 2 y 3.

C1(%) = 2= x 100 )
-
_ €4x100
t ™~ 100-H (3)
Donde:

C: corresponde a las cenizas totales en base hidratada,
C: cenizas totales
M masa del crisol vacio en gramos
M1 masa del crisol con la muestra en gramos
M. masa del crisol con la ceniza en gramos vy,
H: porcentaje de humedad residual.
e Determinaciéon de minerales

Los minerales K, Mg, Na, Zn, P, Cu, Mn, Fe y Ca se determinaron mediante las técnicas
establecidas por NEMALAB S.A., por el método de digestién himeda con acido nitrico

y &cido perclérico 2:1. Por otro lado en el caso de nitrégeno total se empled micro
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Kjeldahl y para la lectura de las concentraciones se requiri6 de espectroscopia de

absorciéon atémica.
e Determinacion de fibra total

Para la determinacion cuantitativa de fibra total (FT) en las muestras vegetales se utilizé
el método gravimétrico siguiendo el procedimiento establecido por la normativa
PEEL/LA/16 INEN 522 (INEN, 1981). Se colocé 1 g de droga cruda, previamente
desengrasada, en una bolsa de Weender y se sumergié en acetato de etilo, lo cual se
colocé en la bandeja de digestion del DIGESTOR de Fibra Cruda (VELT). Posterior a
ello se afadié 1 L de acido sulfurico 0,2 N asegurando su hermeticidad y se activé el
equipo por 1 hora a 100 °C. Se realizaron dos lavados consecutivos con 1 L de agua
destilada caliente, luego se afiadié 1 L de hidréxido de sodio al 0,2 N y se activo el
digestor por otra hora a 100 °C. Una vez seco y pesado el residuo se transfirié a un crisol
previamente tarado y se sometid a 550 °C en mufla por 2 horas. Se enfrié6 en un
desecador por 30 min y se peso. Para el calculo se considero el peso del crisol vacio y

con la muestra después de salir del equipo, ademas del peso de la muestra siguiendo

la formula 4.
FT (%) = 100 — [2=0=E  100] 4)
Donde:

Co peso del crisol vacio (g)
C, peso del crisol con la muestra después del proceso de digestion (g)

M peso de la muestra (g).
2.7 Preparacioén de extractos

La relacién que se utilizé para preparar los extractos es de 1:8 m/v donde la masa
corresponde a los gramos de la cascarilla molida y el volumen son los mL del disolvente,
mismo que se trata de una mezcla hidroalcohélica de etanol (PanReac AppliCHem) y
agua destilada en proporcion 80:20 v/v. Para la extraccion se utilizé el método asistido
por ultrasonido utilizando el bafio (ULTRASONIC BATH 5.7 L, Fisher Scientific) ajustado
a 30 °C por 30 minutos. El proceso de filtracion se realiz6 en papel de calidad analitica
(Pacheco y Almanza, 2018).

El rendimiento de la extraccion se realizé por diferencia de peso entre el balon con el

extracto seco y el balén vacio, donde el disolvente se elimind mediante un
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rotaevaporador (HEIDOLPH LABOROTA 4001 efficient). Para el calculo se consider6 el
peso inicial de la droga cruda y el resultado se expreso en porcentaje de acuerdo a la
férmula 5.

% Rendimiento = II:LS x 100 (5)
MV

Donde:

Pes = Peso del extracto seco vy,

Pwmv = Peso de la materia vegetal.

2.8 Anélisis cromatografico en capa delgada

La fase estacionaria consistié en Silica Gel G60F 254y para la aplicacion de la muestra
se requirid de capilares considerando 1 cm del borde inferior y manteniendo una
distancia entre de 1 cm entre cada aplicacion. Se emplearon dos fases maviles (FM); la
primera (FM;) formada por 2-butanol (Fisher Chemical), &cido acético glacial (EMSURE)
y agua (BAW) en proporcién de 65:15:25, mientras que la FM. const6 de 10 mL de

acetato de etilo (J.T Baker) y 10 gotas de acido acético glacial.

La corrida cromatogréfica se desarrollé6 en una camara cromatografica ubicada en la
campana de extraccion de gases (Supreme Air). Como sistemas de revelado se utilizé
una lampara de luz ultravioleta para analizar a 254 y 365 nm. Como revelador quimico
se empled la disolucién de cloruro férrico al 5% en disolucion salina; H.SO4/vainillina y

calor; ninhidrina al 2% en agua y DPPH al 0,2% en etanol.
2.9 Analisis mediante CLAE-EM

Para el analisis CLAE-EM se pes6 10 mg de extracto seco que se disolvié con metanol
de calidad HPLC (Fisher Chemical). Se requiri6 ademas del sistema CLAE (Thermo
Scientific, Ultimate 3000) con una bomba cuaternaria acoplada, mas un
automuestreador, compartimento de columna, sistema detector de diodos (DAD)
DIONEX Ultimate 3000 RS, a su vez acoplado a un espectrometro de masas (Thermo
Scientific LTQ XL). Para la observacion de los cromatogramas se empleé el software

“Thermo Xcalibur”.

Para la separacién se emple6 una columna Accucore RP-MS C18 con tamafio de 100 x

2,1 mm y tamario de particula de 2,6 ym. El flujo de elucion fue de 0,4 mL por minuto y
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la temperatura de la columna 35 °C. Se inyect6 2 pyL de las muestras y se puso en
contacto con la FM compuesta por una mezcla de acetonitrilo (A) y acido férmico al 0,1%
(B). El analisis se desarroll6 bajo un flujo de elucién en gradiente que comenzé con 2%
(A) durante los primeros 5 min, se incrementé a 20% (A) de 5-10 min, 50% (A) de 10-15
min, 95% (A) hasta los 21 min. Posteriormente, se restablecieron las condiciones
iniciales de la columna durante 10 min. El espectrémetro de masas trabajé a una
temperatura de 225 °C para el capilar y un voltaje de -50 V y 5 kV para el Spray. El flujo
gue se utilizo en el proceso de atomizacion se compone de un gas principal, gas auxiliar
y un gas de barrido en 34:5:3 unidades arbitrarias, respectivamente. Se estudiaron las
fracciones de las muestras en modo ion positivo y en modo ion negativo, por medio del
modo Full Scan con rangos de 100-1000 Da, en modo dependiente masa/masa
(MS/MS). Se utilizé el modo SIM para escanear iones especificos de las fracciones
contenidas en las muestras estudiadas. La deteccion UV-Vis se realizd con cuatro
longitudes de onda: 250, 280, 330 y 520 nm.

2.10 Cuantificacion de metabolitos secundarios o especializados

Todos los analisis de los extractos antes preparados se realizaron por triplicado,

informandose la media y su desviacion estandar (S).
2.10.1 Fenoles totales

Para la determinacién de fenoles totales presentes en la muestra se utilizé el método
colorimétrico con reactivo de Folin Ciocalteu descrito por Singleton et al., (1999) con
algunas modificaciones. Se preparé una curva de calibracion con acido galico (AG) 10
mg/mL (Sigma Aldrich) variando su concentracion en un rango de 0,1 a 0,9 mg/mL. Se
tomé 50 pL de la muestra o del patron de AG en tubos de ensayo, se anadioé 2,5 mL de
Folin-Ciocalteu (10%) y 450 uL de agua destilada. Esta mezcla se homogeneizé con el
agitador vortex de Thermo Scientific USA y se dejé reposar por 5 minutos.
Posteriormente se adicion6 2 mL de Na,COs al 7,5% agitando y dejando reposar por
120 minutos. La reaccion se leyd en el espectrofotometro (UV-Visible
SPECTROPHOTOMETER Evolution 201 Thermo Scientific USA) a 765 nm con la ayuda

de microceldas de 2 mL.
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2.10.2 Taninos totales

Con el objetivo de cuantificar los taninos totales presentes en la muestra se tomé como
base la metodologia planteada por Mex et al. (2022) modificada. El reactivo se preparé
con 5 mL de disolucién acuosa con gelatina sin sabor al 10% junto con una disoluciéon
de NaCl al 10% en HCI al 1% agitando dicha mezcla y ajustando el volumen a 50 mL

con agua destilada, se dejé reposar 10 minutos para filtrar.

Luego se tomaron 50 pL de la disolucién de gelatina y se combind con 50 pL del extracto
para incubar la mezcla por 30 minutos a 37 °C en bafio Maria. Después, se someti6 a
centrifugacién en Table top centrifuge PLC-03 a 10000 rpm por 10 minutos y luego se
tomo 50 pL del sobrenadante para determinar fenoles totales. El valor resultante se resté

al antes obtenido en el epigrafe 3.10.1.
2.10.3 Cuantificacion de cafeina por espectroscopia UV-Visible.

Se realizé una curva de calibracion tomando como base una disolucion madre de
cafeina 0.4 mg/mL. Posteriormente se prepararon disoluciones en el rango de 1 a 16
Mg/mL y se midi6 a 273 nm en espectrofotometro UV-Visible (UV-Visible
SPECTROPHOTOMETER Evolution 201 Thermo Scientific, USA) en celdas de cuarzo
de 1 cm x 4 mL. La determinaciéon de cafeina se llevé a cabo a partir del extracto
hidroalcohélico mezclado con 10 mL de NaOH al 5% en agua. Luego, se combiné con
cloroformo y se transfirié al embudo separador. Una vez separadas las fases se descarta
la fase acuosa y la fase organica se llevé a sequedad con ayuda de un rotaevaporador
(HEIDOLPH LABOROTA 4001 Efficient) con un criostato acoplado (LAUDA/ALPHA RA-
8) y una bomba de vacio (VACUUBRAND PC 600).

Se mezcld el residuo obtenido se mezclé con CH3OH de calidad analitica para ser
transferido a un balén volumétrico de 25 mL y la absorbancia de la disolucién obtenida
se debe medio a 273 nm. La concentracion de cafeina se determiné mediante una
ecuacioén de regresion lineal obtenida de la curva de calibracién, previamente elaborada

con el estandar de cafeina.
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2.11 Determinacion de la capacidad antioxidante
2.11.1 Método FRAP

El método FRAP se realiz6 bajo el procedimiento descrito por Benzie et al., (1996), que
establece la preparacion del reactivo combinando 25 mL de buffer de acetato a un pH
de 3,6 mas 2,5 mL de disolucion 2.4.6-tris(2-piridil)-S-triazina (TPTZ) con una
concentracion de 10 mM, y finalmente 2,5 mL de disoluciéon de FeCls (20 mM).
Posteriormente, la mezcla se incuba a 37 °C por 30 minutos y de esta manera el reactivo

estd listo para su uso en el ensayo.

La curva de calibracién, se realizé utilizando trolox en disoluciones etandlicas (etanol
absoluto PANREAC APPLICHEM) en concentraciones desde 0,027 hasta 0,227 mg/mL.
El ensayo, se inicié tomando 50 pL del estandar o muestra y se mezcl6é con 1,5 mL del
reactivo FRAP, se esperaron, aproximadamente, 10 minutos y luego se realizé la lectura
en el espectrofotometro (UV-Visible SPECTROPHOTOMETER Evolution 201 Thermo
Scientific, USA) a 593 nm, utilizando microceldas de 2 mL y tomando como blanco la
disolucién de FRAP. Los resultados fueron expresados como equivalentes a trolox

(TEAC) por gramo de cascarilla (TEAC/g de cascarilla)
2.11.2 Método DPPH

Para esta determinacion se siguié la metodologia planteada por Brand-Williams et al.,
1995 con modificaciones, lo que permitié evaluar la capacidad para secuestrar radicales

libres luego de 30 minutos de reaccidn a temperatura ambiente y en ausencia de luz.

Para la curva de calibracion se utilizaron disoluciones etandlicas de trolox en diferentes
concentraciones que varian en el rango de 0,027 a 0,277 mg/mL. Se tomaron 200 pL
de estas disoluciones y se mezcl6 con 3,8 mL del reactivo DPPH al 0,1 mM. La lectura
se realizé a 517 nm empleando microceldas de 2 mL y etanol absoluto como blanco. El

porcentaje de inhibicién se calcul6é de acuerdo con la formula 6.

%DPPH — Acontrol— Amuestra .X'].OO (6)

control

Donde,

Acontrol S€ refiere a la absorbancia del control,
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Amuestra €S la absorbancia de la muestra posterior a su reacciéon con DPPH por 30

minutos.

La cuantificacion de la capacidad antioxidante fue expresada en mg equivalentes a
trolox por gramo de muestra extraida, calculo que se realiz6 con base en la ecuacién de
regresion lineal estableciendo la correlacién entre el porcentaje de inhibicién del radical

libre DPPH y la concentracion de trolox.

2.12 Ensayo hipoglucemiante in vivo

El presente ensayo hipoglucemiante in vivo se realiz6 siguiendo la metodologia descrita
por Hernandez (2007) con ciertas modificaciones, evaluandose la curva de tolerancia a
la glucosa resultante del consumo de cascarilla de C. arabica frente a un antidiabético

oral en ratones albinos.
2.12.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron 20 ratones albinos de la especie Mus musculus cepa CD1 provenientes del
bioterio de la Universidad Técnica de Machala, todos los ratones fueron machos, los
que tenian de 6-8 semanas de nacidos y con un peso entre 25-30 g. Los animales fueron
mantenidos en condiciones estandarizadas de laboratorio con una temperatura de 22 +
2 °C, humedad relativa del 50 + 10% y un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas. Todos los
ratones tuvieron acceso libre al agua y alimento, hasta 12 horas antes de iniciar el
experimento, realizadndose su cuidado de acuerdo al manual de manipulacién de

animales de laboratorio.
2.12.2. Descripcién del experimento

Los ratones fueron divididos en cuatro grupos experimentales con cinco individuos por

grupo, como se detalla en la Tabla 3.

Previo al ensayo todos los ratones fueron sometidos a un ayuno de 12 horas para
estabilizar los niveles de glucosa en sangre. A cada ratdn se les midié dicho parametro
y este resultado se denomind glucosa inicial (To), formando los grupos en

correspondencia con dichos valores.
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Tabla 3. Agrupacién de los modelos murinos para ensayo hipoglicemiante.

Grupo Tratamiento Dosis
I No se le administré ninguna sustancia N/A
Blanco
I Solucién salina 2 mL

Control negativo

i Glibenclamida 2 mg/Kg
Control positivo

\Y Cascarilla de café variedad S 0,5 g/Kg
Cascarilla de café

Posteriormente, se administran los tratamientos correspondientes a los grupos Il y IV
via oral con la ayuda de una canula orofaringea. Luego de 30 minutos, se administra
una dosis de glucosa de 3 g por Kg de peso en disolucién acuosa de glucosa al 50% via
oral. En el caso del grupo lll correspondiente al tratamiento con glibenclamida la
administracion de la glucosa se hace 30 minutos antes del medicamento. Se debe tomar
en cuenta que los tratamientos soélidos se acompafaron con una adecuada cantidad de

agua purificada para facilitar su administracioén a través de la canula orofaringea.

Se utilizé un glucémetro y tiras reactivas de la marca ACCU-CHEK ® Instant para la
medicion de los niveles de glucosa en sangre y las muestras se obtuvieron de la vena
caudal de los ratones a los 30 (T1), 60 (T2) y 120 (T3) minutos post-administracion de la
disolucion acuosa de glucosa en el caso de los grupos Il y IV. Para el grupo Il las
mediciones inician posterior a la administracion del tratamiento con glibenclamida

siguiendo el procedimiento detallado en la llustracion 1.
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llustracion 1. Procedimiento secuencial del ensayo in vivo.

Divisién en grupos experimentales

Primera medicion de glucosa ¢ To

Primera administracion

Solucion salina Glucosa 50% Cascarilla de cafe

Il IV |¢d 0,50/Kg

30 minutos después

Segunda administracion

3giKg || Glucosa 50% Glibenclamida [~ 2mg/Kg

My IV ]

l |
|

Segunda medicién de glucosa

Tercera medicion de glucosa

Cuarta medicién de glucosa
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2.13 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé con los softwares Microsoft Excel 2019 y Jamovi versién
2.5, realizandose las pruebas descriptivas de medidas de tendencia central como la
media y la desviacion estdndar. Ademas, se realizo la prueba de Shapiro-Wilk para
evaluar que los datos sigan una distribucion normal. Previo al test de Anova se
determiné la homogeneidad entre las varianzas con la prueba de Levene. El test de
Anova se utilizé para determinar las posibles diferencias significativas en las medias de
los grupos para diferentes parametros y fue acompafiado de pruebas Post Hoc de Tukey
para la comparacién multiple e identificacion de los pares de grupos significativamente
diferentes. Finalmente se realizaron pruebas de regresion lineal y se determino el

coeficiente de correlacion de Pearson.
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Andlisis proximal de las variedades de cascarilla de café

El andlisis proximal de la cascarilla de café valora las posibles aplicaciones en diferentes
industrias, tomando en cuenta que la cascarilla de café es un subproducto significativo
representa un gran potencial gracias a sus propiedades fisico-quimicas, gracias a este
andlisis es posible obtener datos esenciales como los parametros detallados en la Tabla
4 para cada variedad estudiada, esto permite evaluar la calidad y potencial

aprovechamiento de este subproducto (Cangussu et al., 2021; Poyilil et al., 2022).

El andlisis estadistico revel6 que los datos siguieron una distribuciéon normal (p > 0,05)
y se indicaron diferencias significativas entre las variedades (p < 0,001) para todos los
ensayos excepto cenizas totales. De esta manera se plantea un alto nivel de

significancia estadistica indicando un nivel de confianza del 99,9%.

Tabla 4. Resultados del andlisis proximal de las tres variedades de C. arabica.

Variedad
Parametro
(%) . .
Acawa Bourbon sidra Sarchimor
Media + S Media = S Media + S
Humedad residual 6,90 + 0,462 2,36 £ 0,14 4,24 +0,31¢
Grasas 1,17 + 0,082 1,85 +0,11° 1,48 +0,01¢
Proteinas 9,44 14,13 9,31
Cenizas totales 6,04 £ 0,072 6,22 + 0,282 6,33+0,13
Fibra 37,43 + 0,662 18,94 + 1,23 60,20 + 0,64°

S= desviacion estandar. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias
significativas entre los resultados (p < 0,001).

3.1.1 Humedad residual

Las tres variedades estudiadas muestran valores de humedad residual que difieren
entre si considerablemente, se evidencia que A posee una humedad residual mayor que
B y Sy sus diferencias estadisticas son significativas. Sin embargo, en todos los casos

estos valores se encuentran dentro de los limites permisibles, es decir por debajo del
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12% de acuerdo a la normativa NTE INEN 2392 (2017) correspondiente a hierbas
arométicas.

El porcentaje de humedad residual reportado se puede comparar con el obtenido por
Sierra et al., (2013) en un estudio referente al aprovechamiento de la cascarilla de café,
siendo sus resultados de 6,30% para cascarilla entera y 5,39% para cascarilla de café
molida lo que coincide con las variedades Ay S, por otro lado, B tuvo un porcentaje de
humedad residual mas bajo. Por su parte Cangussu et al., (2021) determiné un 5,50%
de humedad residual en cascarillas de C. arabica. Sin embargo, existen reportes donde
este parametro puede ser mas bajo llegando a un 0,015% de humedad residual en
cascarilla recolectada en la regién de Kholan bin Amer en condiciones de secado
similares a las del presente estudio (Hanan et al., 2017), esto se puede atribuir a las
condiciones de trabajo, en particular del método de desecacion utilizado (Campo-
Fernandez et al., 2020).

3.1.2 Grasas

Con respecto al porcentaje de grasas presente en las tres muestras de C. arabica todas
presentan valores similares entre si, que van desde el 1,17 al 1,85 % como se observa
en la Tabla 4. Estos resultados obtenidos contrastan con otros autores que determinaron
desde 1,70% hasta un 5,78% de grasas en cascarillas de C. arabica (Cafias et al., 2020;
Fierro et al., 2018; Machado et al., 2023) por lo que la Unica variedad que entra en dicho

rango es B, aunque Ay S no se aislan en gran medida de 1,70%.

De la misma manera, los resultados se pueden comparar con los obtenidos por Panta y
Palacios (2023) que estudiaron otras variedades de C. arabica como el Catucai rojo y
San salvador, cuyos porcentajes de grasas fueron 2,07 y 2,09 respectivamente.
Finalmente (Cangussu et al., 2021) reporté un valor de 5,01% de grasas en cascarillas
de C. arabica, de esta manera se puede afirmar que las variedades estudiadas en el
presente trabajo de investigacidbn mostraron un porcentaje de grasas menor al reportado

para la misma especie en estudios anteriores.

3.1.3 Proteinas

En cuanto al porcentaje de proteinas, tanto la variedad A como S resultaron en valores
similares de 9,44% y 9,31% respectivamente. Mientras que B tuvo un porcentaje mayor

siendo del 14,13%. El contenido de proteinas de las variedades Ay S se asemejan a
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los obtenidos por Cafas et al., (2020) de 9,2%. Por su parte la variedad B resulté en un
porcentaje similar al determinado por Prandi et al.,, (2021) que fue del 15,3%. Sin
embargo, los valores obtenidos por distintos autores oscilan del 8,77% al 16,3%
(Cangussu et al., 2021; Machado et al., 2023). Por lo que se puede afirmar que el
contenido de proteinas resultante del estudio se asemeja en gran medida a los referidos

en la literatura y se encuentran dentro del rango descrito.

3.1.4 Cenizas totales

A pesar de que la normativa NTE INEN 1123 (2016) plantea que las cenizas totales en
el café tostado en grano o molido no deberias ser mayor al 5%, todas las variedades lo
superaron ligeramente, siendo los valores obtenidos de 6,04; 6,22y 6,33 para A,By S,
respectivamente. Los resultados del ensayo contrastan con el estudio de Cangussu
et al., (2021) quien determiné un 5,20% de cenizas totales en su muestra de C. arabica
lo que se aproxima al porcentaje planteado por la normativa, aunque algo superior. Por
otro lado Machado et al., (2023), reporté un 7,86% de cenizas lo que representa un valor
que incluso supera a los obtenidos en el presente estudio. De la misma manera, los
resultados de Aguirre et al., (2018) que fueron del 10,19% al 10,67%, estuvieron muy
por encima de lo que establece la normativa. No obstante, se debe tener en cuenta que
dicho porcentaje se aplica al café tostado ya sea en grano o molido por lo que no
representa el incumplimiento del parametro al tratarse de cascarilla de café. Estos
valores, dado que son elevados, sugieren la necesidad de descartar la presencia de

metales pesados.

3.1.5 Minerales

Los minerales estudiados en las tres variedades de C. arabica y sus resultados se
detallan en la Tabla 5 donde se destaca B por su contenido de nitrégeno y zinc, en
comparacion a las otras variedades. Ademas, se asemeja al contenido de nitrégeno en
materia seca obtenido por Veiga et al., (2017) que fue del 2,74% para cascarilla de café.
En el caso del potasio, calcio, cobre y manganeso destaca la variedad S. Por su parte,
A muestra un mayor contenido de hierro y sodio mientras que los demas minerales
resultaron en valores similares para todas las variedades. Es posible comparar los
resultados obtenidos con los de Palacios y Panta (2023) destacando que sus muestras
de cascarillas de C. arabica fueron obtenidas de la misma regién que las variedades A

y S. Sus resultados fueron de 13,90 y 14,60 mg/g para nitrégeno en las variedades
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Catucai rojo y San salvador respectivamente, lo que se asemeja mucho a las variedades
Ay S, mientras que B supera dicho rango lo que se puede atribuir a una diferencia en
las condiciones ambientales a la que se vio expuesta la materia vegetal. De la misma
manera, en el caso del fésforo el valor obtenido fue muy cercano al del presente estudio

en todas las variedades con 1,40 mg/g de este mineral.

Resulta interesante destacar que B fue la variedad que presentd una concentracion
mayor, tanto de minerales como proteinas, en comparacion a las demas variedades y
esto tiene su explicacion en las diversas funciones que cumplen estos compuestos
inorganicos en la planta, como es el caso del magnesio que actia como cofactor en el
proceso de sintesis de aminoacidos y por consiguiente de proteinas. De la misma
manera, el potasio es responsable de la activacion enzimatica para la sintesis proteica
mientras que el nitrdgeno es un componente esencial de los aminoacidos. Esto quiere
decir que, la concentracion de proteinas en la materia vegetal depende directamente de
la cantidad de minerales presente y es por esto que la variedad mencionada presenta

una mayor proporcion en estos parametros. (Morgan y Connolly, 2013)

De manera resumida, los resultados obtenidos de las variedades estudiadas por
Palacios y Panta (2023) oscilaron 34,90 a 39,80 mg/g para potasio; 5,1-5,6 mg/g de
calcio; 1,5-1,6 mg/g de magnesio; 0,01 mg/g de zinc y cobre; 0.10-0.14 mg/g de hierro;
0,03-0,04 mg/g de manganeso y 0,05-0,06 mg/g de sodio. Por lo antes planteado se
puede afirmar que la concentracién de minerales presentes en las variedades de C.
arabica son muy similares entre si. Ademas, al igual que en el estudio antes descrito, el
mineral que se encontré en mayor cantidad fue el potasio con 33,70 mg/g en la variedad

S, seguido por 29,70 mg/g en By 27,00 mg/g en A.

Aguilar y Criollo (2023) estudiaron bajo condiciones similares la especie C. arabica
variedad Catimor, constatando que el potasio contindia siendo el mineral encontrado en
mayor proporciéon. Por otro lado, cabe destacar que la variedad B aunque también
proviene del Canton Zaruma, mostré concentraciones superiores en cada uno de los
elementos inorganicos, respecto a la variedad Catimor estudiada por Aguilar y Criollo
(2023).

Los resultados del presente estudio y los descritos por otros autores demuestran que el
potasio es el mineral predominante en las muestras de cascarilla, esto a su vez coincide

con Janda et al., 2021 en un analisis de minerales a granos de café donde el potasio
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nuevamente destaco con 18,63 mg/g de cascarilla por lo que se puede afirmar que este

mineral suele estar elevado en esta especie vegetal.

Tabla 5. Resultados de andlisis foliar en las tres variedades de C. arabica.

Resultado segun cada variedad (mg/g)
Mineral
Acawa Bourbon sidra Sarchimor
N 15,10 22,60 14,90
P 1,30 1,40 1,30
K 27,00 29,40 33,70
Ca 3,40 3,90 4,20
Mg 1,10 1,10 1,20
Zn 0,01 0,02 0,01
Cu 0,01 0,01 0,02
Fe 0,17 0,12 0,14
Mn 0,04 0,05 0,04
Na 0,07 0,05 0,49
3.1.6 Fibras

Como se aprecia en la tabla 4 los valores de fibras fueron significativamente diferentes
entre las variedades donde destacé S con un 60,2% seguido de Ay B. Tales resultados
son similares a los referidos por Bondesson (2015) donde recopila diversos autores
quienes informan valores de fibras entre 24% - 43%. De la misma manera, se han
reportado hasta 51,2% y 65,83% en porcentaje de fibra presente en cascarilla de C.
arabica lo que se asemeja en gran medida a la variedad S estudiada (Cafias et al., 2020;

Cangussu et al., 2021). Por su parte la variedad B con un 18,94% es comparable al
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16,23% Yy 14,28% reportado por Londofio-Hernandez et al. (2020) y Romauli et al. (2023)
respectivamente.

Resulta importante considerar que el contenido de fibra total guarda relacién con el
potencial de aprovechamiento de la cascarilla de café en el campo nutricional puesto
que, es un componente esencial en la alimentacién con una variedad de beneficios que
van desde facilitar el transito intestinal, prevenir el estrefiimiento y prolongar la
sensacion de saciedad al gelificar en el estbmago, de esta manera se previenen
diversas enfermedades asociadas al consumo excesivo de alimentos como la obesidad

o problemas cardiovasculares (Slavin, 2005).

3.2 Rendimiento de la extraccién

Las tres variedades de C. arabica fueron sometidas a un mismo método y condiciones
para la obtencién de su extracto, como se detalla en el epigrafe 2.7 y el porcentaje
correspondiente al rendimiento de la extraccion para cada variedad fue de 22,89; 21,56
y 22,61 para A, B y S respectivamente. Por su parte, la variedad A fue la que presenté
un mayor rendimiento seguida de S y finalmente B. Tanto el menstruo como el método
permitieron obtener un porcentaje de extraccion aceptable con base en lo descrito por
Silva et al., (2021), quienes demostraron que la mezcla de etanol:agua proporciona los
mejores resultados para la obtencion de compuestos fendlicos, en comparacion al uso
de etanol y agua de manera individual como menstruos. De la misma manera Mufioz et
al., (2015) demostr6 estadisticamente que el etanol es el disolvente responsable de un
extracto con menor cantidad de compuestos bioactivos seguido por el agua, siendo la
mezcla hidroalcohdlica la que logré los mejores resultados.

En cuanto al método de extraccion, se considera al bafio ultrasénico como una excelente
opcion al momento de trabajar con drogas vegetales que en su composicion presentan
metabolitos sensibles a la temperatura y es uno de los métodos de primera eleccion en
estudios fitoquimicos por sus multiples ventajas. Sin embargo, en el caso especifico de
la extraccion de cascarilla de café se ha demostrado que el bafio maria presenta una
mayor eficiencia tanto en el rendimiento como en la presencia de metabolitos
especializados responsables de la actividad biol6gica (Silva et al., 2021). Pese a ello,
se considero elegir la extraccién por sonicacion por la eficiencia del método en relacion
a tiempo y rendimiento, asi como el bajo consumo de disolventes, lo que contribuye

favorablemente a la proteccion del medio ambiente (Hammell, 2022).
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3.3 Andlisis cromatografico en capa delgada (CCD)

3.3.1 Perfil cromatografico con revelado fisico

La CCD fue aplicada a las tres variedades estudiadas de C. arabica permitiendo la
separacion de diferentes compuestos y observacion cualitativa de la composicién
quimica de las muestras, previo a un analisis cromatografico mas especifico como la
CLAE/EM. En la llustracién 2 se puede observar el perfil cromatografico de las muestras
de cascarilla con reveladores fisicos como luz UV a 254 nm y 365 nm. En primer lugar,
se puede afirmar que todas las variedades presentan compuestos quimicos con grupos
cromoforos conjugados en su composicién quimica, pues estos revelan con la luz UV.
Se puede adicionar que, tanto la variedad A como S presentan perfiles muy similares
entre si, mientras que la variedad B sugiere presentarlos menos concentrados estos
compuestos o no los tiene. Debe tenerse en cuenta que los extractos se elaboraron bajo
las mismas condiciones (relacion m/v y método de extraccion), sin embargo, la

aplicacion, aunque fue similar, no fue exactamente medida.

Haciendo un andlisis méas especifico, con la luz UV a 254 nm como revelador fisico, en
todas las variedades se presenta una mancha a un Rf de 0,12 y 0,19. A pesar de que
en la variedad B las manchas son més tenues siguen siendo evidentes y demuestran la
presencia de compuestos con alta polaridad al estar mas proximos a la fase
estacionaria, demostrando su afinidad por la misma. Esto contrasta con los resultados
obtenidos por Palacios y Panta (2023) donde el perfil cromatografico de las cascarillas
de C. arabica revelado con luz UV a 254 nm mostré ademas la presencia de compuestos
en el punto de aplicacion sugiriendo una mayor afinidad por la fase estacionaria y por
consiguiente mayor polaridad, mientras que en el presente estudio no se presentaron
compuestos retenidos en el punto de aplicacion. Por otro lado, solo las variedades Ay
S muestran compuestos a Rf de 0,23; 0,48 y 0,77 siendo estos de menor polaridad y
por consiguiente mayor afinidad con la fase mavil. Finalmente, todas las variedades
mostraron una ultima mancha a un Rf de 0,93 lo que representa compuestos con menor

afinidad por la fase estacionaria.
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llustracion 2. Resultados de la CCD con revelacion fisica UV FM: BAW 65:15:25.

Revelado: Luz UV a 254 nm Revelado: Luz UV a 365 nm
*Leyenda: A: Acawa; S: Sarchimor; B: Bourbon sidra.

Se puede observar un perfil similar con el revelador de luz UV a 365 nm donde las tres
variedades presentaron manchas azul fluorescentes a Rf de 0,19 y 0,23. Es posible
destacar dos manchas que no fueron visibles a 254 nm pero que se evidencian muy
bien a 365 nm y estas se encuentran a Rf de 0,62 y 0,97 en las tres variedades
resaltando un color violeta en la variedad S, aunque en B continGan siendo manchas
tenues en comparacién a las demas variedades. A manera de comparacion, se puede
mencionar lo descrito por Waksmundzka-Hajnos et al., (2008) quien afirma que ciertos
acidos fendlicos revelan su presencia con luz UV a 254 nm resultando en colores azul y
violaceo, mientras que todos los flavonoides emiten fluorescencia a esta longitud de
onda. Por otro lado, a 365 nm los flavonoides se caracterizar por mostrar colores verdes,

amarillo oscuro y azul intenso.

3.3.2 Perfil cromatografico con revelado quimico

El perfil cromatografico de las tres muestras de C. arabica, luego del revelado quimico
con diferentes reactivos, brinda una mayor informacién (llustracién 3). En primer lugar,
se observa que el revelado con FeCl; mostr6 manchas en las muestras Ay S a Rf de

0,23 y 0,38. Sin embargo, sélo la variedad S mostré6 una mancha de menor intensidad
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a Rf de 0,85, mientras que B no revel6 de manera apreciable la presencia de ninguin
compuesto. A partir de esto, es posible sugerir que Ay S poseen compuestos fenolicos
en concentraciones tales que se favorecen la reaccion con FeCls, a diferencia de B,
quien podria no tener o poseer tales compuestos en bajas concentraciones. Estos
resultados coinciden con lo reportado por Cangussu et al. (2021) quien afirmé que las
cascarillas de café se pueden clasificar como un producto de alto contenido en
compuestos fendlicos, resaltando la presencia del &acido clorogénico y &cido

protocatéquico.

Por otro lado, las muestras se sometieron a revelado con DPPH para observar la
capacidad antioxidante al decolorarse el morado a un amatrillo, en aguellas zonas donde
existen metabolitos con tal propiedad. Se puede observar que todas las muestras
presentaron compuestos antioxidantes a diferentes Rf. Sin embargo, S fue la muestra
gue sugirié una mayor presencia de antioxidantes, sobre la base de la intensidad de la
decoloracién y nimero de manchas en comparacién con las variedades restantes. Dicho
comportamiento guarda relacién con el revelado bajo la luz UV y con FeCls, siendo esta

muestra, S, la que exhibe las sefiales mas intensas.

Al comparar los resultados obtenidos con lo establecido en la literatura por Lestari et al.,
(2022) en un estudio que plantea a los subproductos del café como una excelente fuente
de antioxidantes, en el mismo estudio se reporté que la cascarilla de C. arabica tuvo una

capacidad antioxidante del 84,95% por el método DPPH.

Con respecto al revelado con ninhidrina, se conoce que permite detectar aminoacidos y
produce manchas de color violaceo. En las tres muestras se presentaron manchas con
dichas caracteristicas, por lo que se puede afirmar la presencia de aminoacidos en las
tres variedades de C. arabica. Ademas, se debe destacar que los tres perfiles
cromatograficos revelados son muy semejantes. Los resultados obtenidos son
comparables al estudio de Hoseini et al., (2021) quien refiere porcentajes considerables
de varios aminoéacidos en la cascarilla de café, destacando la presencia de acido

glutdmico, acido aspartico, leucina, glicina, prolina, valina, alanina, entre otros.
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llustracion 3. Resultados de la CCD para las tres variedades de C. arabica con
reveladores quimicos FM: BAW 65:15:25.

™ @
O 6
A & B
Revelado: FeCls Revelado: DPPH Revelado: Ninhidrina
*Leyenda: A: Acawa; S: Sarchimor; B: Bourbon sidra.

Para la determinacion cualitativa de cafeina mediante CCD, las tres muestras se
aplicaron en la placa cromatogréfica, conjuntamente con la cafeina, tal como se muestra
en la llustracion 4. Se pudo constatar que todas las variedades estudiadas en la
presente investigacién contienen cafeina, dado que el revelado UV a 254 nm mostr6
una mancha en cada variedad, con igual Rf que el estandar de referencia. Esto coincide
con lo reportado por Turck et al., (2022) donde se especifica que hay de 100-1000 mg
de cafeina por cada gramo de cascarilla de C. arabica.
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llustracion 4. Resultados de CCD para las tres variedades de C. arabica frente al
estandar de cafeina.

FM: acetato de etilo: acido acético glacial.
Revelado: Luz UV a 254 nm
*Leyenda: A: Acawa; B: Bourbon sidra; S: Sarchimor; Caf: estandar de cafeina

3.4 Determinacion de metabolitos mediante CLAE/EM

El andlisis para la determinacién de metabolitos mediante CLAE/EM fue aplicado a las
tres variedades de C. arabica, obteniéndose los cromatogramas de la llustracién 5. La
imagen | corresponde al cromatograma de la corriente i6nica principal utilizando el
detector de masas y el Il se obtuvo mediante el detector de arreglo de diodos, este ultimo
justificado por la presencia de compuestos quimicos con grupos croméforos conjugados
en su estructura, tal como refiere la literatura para extractos de cascarilla de café donde
hay diversidad de metabolitos de naturaleza fendlica y cafeina (Cafas et al., 2022). Vale
destacar que la variedad donde se observé mayor cantidad e intensidad de sefiales fue
S, seguida de la variedad A.
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llustracion 5. Cromatogramas de la corriente idnica principal (I) y con el detector
de arreglo de diodos (II) de las muestras de C. arabica variedad Acawa (A),
Bourbon Sidra (B) y Sarchimor (S)
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Cabe sefialar que la identificacion de los metabolitos tanto por el modo positivo como el
negativo se realiz6 comparando los espectros de masas y los espectros UV obtenidos
por otros investigadores para cascarilla de cacao de diversas variedades y utilizando
similares condiciones de trabajo (CLAE/EM/ESI). La identificacion mas precisa se

recomienda hacer con el uso de los correspondientes patrones de referencia.
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En la Tabla 6 se observan todos los compuestos identificados en las tres variedades de
C. arabica, analizando tanto el modo positivo como el negativo, asi como los maximos
de absorcioén bajo la luz UV. Los resultados coinciden con los referidos por diversos
investigadores quienes han demostrado la existencia de compuestos de naturaleza

fendlica y la cafeina como alcaloide mayoritario (Cangeloni et al., 2022).

La trigonelina, metabolito identificado con el menor tiempo de retencién y en el modo
positivo, es un alcaloide que se presenta en las tres variedades de cascarilla de café.
Cangeloni et al., (2022) refieren la presencia de dicho metabolito a través de su ion
[M+H]* de m/z 138 y un pico base en su MS? (+) de m/z 121, lo que coincide con los
fragmentos encontrados en el presente estudio (Anexo 1). Estudios recientes han
sugerido para dicho alcaloide propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y beneficios

como hipoglicemiante (Smith et al., 2023).

Por su parte los acidos clorogénicos se describen como los productos resultantes de la
esterificacion del acido quinico con el &cido caféico, siendo el mas abundante en las
cascarillas de café, el 4cido 5-cafeoilquinico (Chavez y Esquivel, 2019). La presencia
del acido quinico y del cafeico se pudo constatar tras el analisis de los espectros de
masas que se presentan en los anexos 2 y 3, respectivamente, sin embargo, el anexo
4, sugiere la presencia del acido 5-cafeoilquinico o su isémero el &cido 3-cafeoilquinico,
resultados que soélo podrian ser esclarecidos mediante el empleo del estandar de
referencia apropiado de uno de los metabolitos. A excepcion del &cido quinico, el que
se constaté en las tres matrices vegetales, los dos restantes al igual que el &cido di-
cafeoilquinico, el acido 4-cafeoilquinico y uno de los dimeros del acido cafeoilquinico
(Anexos 5, 6 y 7, respectivamente) so6lo se detectaron en la variedad S y en el modo
negativo. Estos metabolitos se asocian con efectos antioxidantes, anticancerigenos,
antibacterianos, antivirales, hipoglicemiantes, nutracéuticos, hepatoprotectores, entre

otros (Chaves y Esquivel, 2019; Pacheco et al., 2018).

En cuanto a la cafeina, solo fue identificada en el modo positivo (Anexo 8) y se define
como un alcaloide perteneciente al grupo de bases purinicas, al que se atribuyen
propiedades estimulantes, analgésicas, antioxidantes y diuréticas (Pacheco et al.,
2018). Adicionalmente, se menciona que su consumo esta relacionado con el efecto
antiinflamatorio y ergogénico debido a un mayor uso de sustratos, el retraso de fatiga y

estado de alerta (Barcelos et al., 2020).
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Tabla 6. Metabolitos determinados mediante CLAE/EM

Compuesto TR Amax | [M-H] MS? (-) [M+H]* MS2 (+) Referencia
(min) [ (nm) | (m/z) (m/z) (m/z) (m/z)
Trigonelina 0,78 - - - 138 138,121, 110, 95, | (Cangeloni et al., 2022;
(A,B,S) 80 ,56 Mohamadi et al., 2020)
Dimero de uno de | 9,83 326 707 353,191 - - (Aguilar y Criollo, 2023; Palacios
los isomeros del y Panta, 2023)
acido
cafeoilquinico (S)
Acido quinico 9,90 - 191 173,127,111, 93 - - (Cangeloni et al., 2022); (Palacios
(A, B,S) y Panta, 2023)
Acido-4- 10,14 | 323 353 191, 179, 173, 135 - - (Cangeloni et al., 2022;
cafeoilquinico (S) Piovesana et al., 2019)
Procianidina B 10,72 |- 577 425, 407, 289 579 427, 409, 291 (Wong et al., 2021);
(A, S) (Rebollo et al., 2021); (Cangeloni
et al., 2022); (Palacios y Panta,
2023)

Catequina/Epicate | 10,92 |- 289 271, 245, 227, 205, | 291 273, 165, 139, 123 | (Cangeloni et al., 2022)
quina (A, S) 203, 179, 161 (Palacios y Panta, 2023)
Mangiferina 10,99 |- 421 403, 331, 301 423 405, 303 (Cangeloni et al., 2022)
(A, S)
Cafeina 10,13 | 275 - - 195 195,176, 138,110, | (Cangeloni et al., 2022)
(A,B,S) 85
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Trimero de| 11,46 |- 863 711, 573, 451, 411 865 713, 533 (Wong et al., 2021); (Cangeloni et

procianidina tipo A al., 2022)

(A, S)

Procianidina C (S) | 11,60 |- 865 847, 739, 695, 577 - - (Wong et al., 2021); (Cangeloni et
al., 2022)

Quercetina-3-O- 12,34 |- 609 301 611 303 (Canas et al., 2022); (Piovesana

rutinésido et al.,, 2019); (Cangeloni et al.,

(A,B,S) 2022); (Palacios y Panta, 2023)

Catequina/Epicate | 12,63 |- 289 271, 245, 227, 205,|291 273, 165, 139, 123 | (Cangeloni et al., 2022)

quina 203,179, 161 (Palacios y Panta, 2023)

(A, S)

Acido di- | 13,12 | 327 515 353, 335, 191, 179, |- - (Cafias et al., 2022);

cafeoilquinico 173 (Aguilary Criollo, 2023); (Palacios

S) y Panta, 2023)

Acido-5- 13,27 | 327 353 191, 179, 173, 161, | - - (Piovesana et al., 2019); (Cafas

cafeoilquinico/ 135 et al.,, 2022); (Cangeloni et al.,

Acido-3- 2022); (Palacios y Panta, 2023)

cafeoilquinico

(S)

Acido cafeico (S) 13,62 179 135 - - (Rebollo et al., 2021)

*Leyenda: A: Acawa; B: Bourbon sidra; S: Sarchimor.
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Cabe mencionar ademas la presencia de las procianidinas encontradas en las
variedades Ay S siendo la procianidina By C (Anexo 9) y el trimero de procianidina tipo
A (Anexo 10). Se trata de compuestos polifendlicos constituidos por unidades de
polihidroxi flavan-3-ol, en los que resalta la actividad antioxidante y esta presente en
muchos alimentos y residuos agroindustriales como la cascarilla de café, sin embargo
se debe vigilar cuidadosamente el proceso de extraccion para garantizar su estabilidad
(Cangeloni et al., 2022; Rebollo et al., 2021; Vazquez et al., 2023; Wong et al., 2021).

Colateralmente se identificé a dos tiempos de retencion diferentes la presencia de dos
moléculas, las que podrian ser catequina y epicatequina indistintamente (Anexo 11).
Tales metabolitos presentan el mismo patrén de fragmentacion. También se sugiere la
existencia de rutina (Anexo 12); todos ellos corresponden a la familia de los flavonoides,
en los que destaca su actividad antioxidante (del Gaudio et al., 2021; Dominguez y
Tejera, 2023). Ambos metabolitos pudieron identificarse tanto en el modo negativo como
en el positivo. Algo similar sucedié con la mangiferina (Anexo 13), la que ha sido
reconocida como un compuesto bioactivo de interés por su efecto hipoglucemiante, pero
con limitaciones de solubilidad en agua ya que guarda mayor afinidad con las grasas y

tiene una baja biodisponibilidad (Wang et al., 2022).

3.5 Cuantificacién de metabolitos

El contenido de taninos y de fenoles totales equivalentes a acido galico determinado
para las tres variedades de C. arabica se observa en la Tabla 7 y se realizé6 mediante la
curva de calibracion con &cido galico que se muestra en el Anexo 14. El analisis de
regresion lineal permitio la obtencion de la Ecuacion 7 demostrando una correlacion
lineal positiva con un coeficiente de determinacién (R?) de 0,9997. Los resultados
permiten constatar que las variedades A y S presentan una concentracion de tales

metabolitos significativamente superior a la B.

Absorbancia = 1,0106 x Conc. (%) 40,0195 (7)
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Tabla 7. Cuantificacion de fenoles totales, taninos y cafeina.

Variedad de C. arabica
Metabolitos
Acawa Bourbon Sidra Sarchimor
Media £ S Media + S Media + S
Fenoles totales 21,46 +£0,88? 5,00 + 0,30 22,24 £ 0,512
[EAG (mg/g)]
Taninos 8,21 + 0,492 2,01 +0,27° 10,64 £ 0,81°
(mg/g)
Cafeina 471 +0,192 2,73 +0,25° 453 +0,172
(mg/g)

S=desviacion estandar. Letras diferentes en misma fila indican diferencias significativas
entre los resultados (p < 0,001).

Resultados publicados por Aguilar y Criollo (2023) mostraron niveles inferiores de
compuestos fendlicos, a los obtenidos en la presente investigacion, siendo de 10,06 mg
EAG/g en cascarillas y 3,55 mg/g en el caso de los taninos, ambos presentes en
cascarilla de C. arabica variedad Catimor. Por otro lado, Neves et al., (2019) determin6
valores de 3,83-4,55 mg EAG/g de cascarilla de C. arabica, mientras que en el caso de
los taninos refiere valores entre 1,15-2,12 mg/100 g, siendo estos menores a los
obtenidos en la presente investigacion. Ribeiro et al., (2019) afirmé en su analisis para
cascarillas de C. arabica, que la mas alta concentracibn de compuestos fendlicos
obtenida en su investigacion fue de 9,93 mg EAG/g para un extracto hidroalcohdlico al
40% v/v. Finalmente, Panta y Palacios (2023) determinaron 8,88 y 9,21 mg EAG/g en el
caso de fenoles totales y en el caso de taninos 3,96 y 4,36 mg/g para las variedades

San Salvador y Catucai Rojo, respectivamente.

La variabilidad en los niveles de dichos metabolitos secundarios, entre los estudios
referidos por los diferentes autores para la cascarilla de café, puede atribuirse a una
combinacion de factores intrinsecos de la planta (variedad de café, madurez del fruto),
técnicas de procesamiento (proceso para la obtencién de la cascarilla, secado de la
materia prima, condiciones de extraccién) y condiciones ambientales (cultivo, estrés
bidtico y abi6tico). Comprender y controlar estos factores permite optimizar la extraccion
de dichos compuestos bioactivos, los cuales tienen aplicaciones importantes en la
industria alimentaria, farmacéutica y cosmética (Haminiuk et al., 2012; Rodriguez et al.,
2012; Vergara-Salinas et al., 2015).
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Previo a la cuantificacion de cafeina se realiz6 un proceso de fraccionamiento y
purificacién. Se pudo demostrar cualitativamente en la llustracion 8, correspondiente a
la fase cloroférmica, que en la fraccién objeto de analisis, s6lo existe, bajo esas
condiciones cromatograficas, una sola mancha por cada muestra, la que coincide con
el patron de cafeina. En la fase acuosa, no se aprecio ninguna sefial que evidenciara la

presencia de dicha xantina.

llustracion 6. Resultados de la CCD para fase acuosa y cloroférmica utilizando
como FM: acetato de etilo: acido acético glacial y como revelador luz UV a 254 nm

Fase acuosa Fase cloroférmica

Leyenda: A: Acawa; Bs y B: Bourbon sidra; S: Sarchimor; Caf: Estandar de cafeina.

Con el objetivo de cuantificar la cafeina presente en las muestras vegetales se tomé
como base la curva de calibracion detallada en el Anexo 15, con la que se obtuvo la
Ecuacion 8. El andlisis de regresién lineal demostré una correlacion lineal positiva con
R? de 0,9983. En la Tabla 7 se puede apreciar la cuantificacion realizada, donde las
variedades Ay S también presentan niveles significativamente superiores a la variedad
Bourbon Sidra.

Absorbancia = 0,0499 x Conc. (%) —0,0048 (8)
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Estos resultados son similares a los reportados por Cangussu et al., (2021) quien
determiné el rango para cafeina entre 4,18-6,96 mg/g en cascarilla de café, lo que se
asemeja a las variedades Ay S. De la misma manera Panta y Palacios (2023) obtuvieron
3,87 y 6,41 mg/g de cascarilla en las variedades San Salvador y Catucai rojo,
respectivamente. La Unica variedad que reportd un valor de cafeina que se encuentra
fuera del rango planteado por la literatura consultada es B. La concentracion de cafeina
resultante del presente estudio se puede comparar ademas con los resultados
reportados por Aguilar y Criollo (2023) donde, bajo las mismas condiciones, se
obtuvieron 4,82 mg/g de cascarilla C. arabica en la variedad Catimor por lo que este

resultado resulta muy cercano a los determinados en las variedades objeto de estudio.

3.6 Determinacion de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante por el método DPPH de las tres muestras se determiné con
la ayuda de la curva de calibracion elaborada con trolox (Anexo 16), la que mostré un
coeficiente de determinacién R? de 0,9941, por lo antes planteado es que a partir de la
Ecuacién 9 se puede calcular los mg equivalentes a trolox por cada gramo de cascarilla

de café.
Absorbancia = 431,23 X Conc. (>2) — 0,6842 9)

De la misma manera, para la determinacion de antioxidantes, por el método FRAP en
las disoluciones, se utilizé un patrén con trolox como se observa en el Anexo 17 donde
el estudio de la regresion lineal demostr6 la existencia de una correlacion entre la
concentracion de trolox y el porcentaje de inhibicion con un R? de 0,9933, resultando en
la Ecuacion 10, misma que se empled para el calculo de los mg equivalentes a trolox/g

de cascarilla.

Absorbancia = 5,2994 X Conc. (% —0,0364 (20)

Los resultados cuantitativos obtenidos para la capacidad antioxidante se detallan en la
Tabla 8. En concordancia con los resultados anteriores las variedades A y S también
presentan la mayor capacidad secuestradora de radicales libres (DPPH), siendo esta
altima la mejor para dicha propiedad con 16,44 mg TEAC/g de cascarilla, aunque no
difiere estadisticamente de la variedad A (15,93 mg TEAC/g). Similar comportamiento
se pudo apreciar para el método FRAP, donde la variedad S resultd significativamente
mejor que la A, con valores de 14,75 mg TEAC/gy 11,33 mg TEAC/g, respectivamente.
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Tabla 8. Determinacion de la capacidad antioxidante por los métodos DPPH y
FRAP.

Resultados segun la variedad (mg TEAC en 1 g)
Método
Acawa Bourbon sidra Sarchimor
Media £ S Media+ S Media+ S
TEAC-(DPPH) 15,93 + 0,372 3,03+0,16° 16,44 + 0,172
TEAC-(FRAP) 11,33 +0,152 4,31 +0,39° 14,90 £ 0,37¢

S= desviacion estandar. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias
significativas entre los resultados (p < 0,001).

Bajo las mismas condiciones de trabajo Palacios y Panta (2023), determinaron la
capacidad antioxidante por ambos mecanismos. Para el método del DPPH los
resultados obtenidos con las variedades Catucai rojo y San salvador fueron 13,56 y
10,38 mg TEAC/g de materia prima, respectivamente; mientras que en el ensayo de
FRAP los resultados obtenidos fueron de 7,81 y 5,08 mg TEAC/g de cascarilla,
respectivamente. Cabe sefalar que tales variedades proceden de la misma zona
geografica y fueron recibidas del mismo caficultor, por lo que el procesamiento del fruto
para la obtencion de la cascarilla, asi como las condiciones del suelo no deben haber
influido de manera apreciable. Lo factible de comparar con la investigacién de Palacios
y Panta (2023) es que las muestras de cascarillas entregadas, fueron procesadas bajo

condiciones similares y los métodos de estudios utilizados fueron los mismos.

La capacidad antioxidante de la cascarilla de café, medida mediante los métodos DPPH
y FRAP, puede variar notablemente entre diferentes variedades de café, debido a una
combinacion de factores tales como: la composicién quimica intrinseca del material
vegetal, donde usualmente, mayor concentracidon de compuestos fendlicos puede
resultar en una mayor capacidad antioxidante. Otro de los factores asociados podria ser
las condiciones de cultivo. El estrés causado por factores bibticos como la
contaminacién por patégenos, puede inducir la produccion de compuestos antioxidantes
como mecanismo de defensa en la planta de café. Este fendmeno puede variar entre
diferentes variedades dependiendo de su resistencia natural y adaptabilidad al estrés.
Otro elemento a considerar podria ser el método de procesamiento utilizado para
obtener los extractos de cascarilla de café. Diferentes técnicas extractivas y condiciones
de procesamiento (temperatura, tiempo) pueden afectar la eficiencia de extraccion de

estos compuestos (Joét et al., 2010; Louarn et al., 2001; Mussatto et al., 2011).
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3.7 Correlacion entre compuestos fendlicos y actividad antioxidante

Para la determinacion de la correlacion entre los compuestos fendlicos y la capacidad

antioxidante, se realizé una matriz de correlacion, la que se muestra en la Tabla 9.

Las correlaciones positivas mas fuertes se pueden apreciar entre el contenido de fenoles
totales y la capacidad secuestradora del radical DPPH y entre la cantidad de taninos y
la capacidad reductora del hierro férrico a ferroso. Tales resultados han sido referidos
por diversos autores quienes argumentan que los compuestos polifenélicos como los
taninos, acidos fendlicos y flavonoides son los principales responsables de la capacidad
antioxidante en las plantas (Mestanza et al., 2023). Se ha observado que a medida que
aumenta la concentracion de estos compuestos fendlicos, generalmente se incrementa
la capacidad antioxidante medida por métodos como el DPPH y el FRAP (Aguilar y
Criollo, 2023; Palacios y Panta, 2023).

Tabla 9. Matriz de correlacién entre fenoles, taninos y actividad antioxidante

TANINOS DPPH FRAP FEMOLES TOTALES
TANINGS —
CPPH 0786~ —
FRAP 0954 09471 —

FEMOLES TOTALES 07797 0.972==  0.906=" —

Nota. * p < .05, * p < .01, ** p < 001

Esta correlacién entre la proporcion de compuestos fenélicos y actividad antioxidante ha
sido descrita por diversos autores. Iniciando con Lillo et al., (2016) quien demostr6 con
el coeficiente de Pearson una relacion positiva entre el contenido de polifenoles y
capacidad antioxidante por el método DPPH y ABTS. Bajo las mismas condiciones de
la presente investigacion, Aguilar y Criollo (2023) detallaron correlaciones positivas
fuertes entre fenoles totales, taninos, DPPH y FRAP. Sin embargo, su mayor correlacion
se establecié entre los métodos DPPH y FRAP con un coeficiente de Pearson muy
cercano a 1 (0,9980) mientras que en el presente trabajo investigativo se observo una

mayor correlacion entre fenoles totales y DPPH (0,972).
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Por su parte, Palacios y Panta (2023) mostraron la mayor correlacion positiva fuerte
entre taninos y actividad antioxidante por DPPH con un coeficiente de Pearson de
0,9850. Si bien es cierto que, los resultados obtenidos en las pruebas de correlacién
para compuestos fendlicos y actividad antioxidante muestran el mayor coeficiente de
Pearson en diferentes relaciones descritas en la literatura, no se puede afirmar que
carezcan de similitud con la presente investigacion puesto que, al igual que los
resultados reportados por Aguilar y Criollo (2023); Palacios y Panta (2023) en todas las
relaciones establecidas se muestra una correlacion positiva fuerte con coeficientes de

Pearson cercanos a 1.

Se puede constatar también una correlacion positiva fuerte y significativa entre ambas
técnicas analiticas (DPPH y FRAP) con una confiabilidad superior al 95%. Lo anterior
se explica por sus mecanismos de medicion complementarios, su capacidad para
detectar una amplia gama de antioxidantes y su utilidad en muestras complejas, por lo
cual los convierte en herramientas valiosas para la investigacion y evaluacion de la
actividad antioxidante en diversos matrices vegetales. Resultados similares han sido
descritos por otros investigadores, al evaluar la capacidad antioxidante de extractos de

plantas por métodos similares (Wong et al., 2006).

3.8 Ensayo hipoglucemiante in vivo

Los niveles de glucosa basal cuantificados en el tiempo se visualizan en la Tabla 10
donde se presenta la concentracion de glucosa previo al ensayo para cada grupo (To),
y las mediciones consecutivas realizadas hasta completar 2 horas de estudio

experimental in vivo.

El ensayo se realizo con la cascarilla de C. arabica variedad S, considerando que fue la
materia prima que en sentido general mostré los mejores resultados cualitativos y

cuantitativos.

Se debe tener en cuenta que existieron diferencias significativas entre los 4 grupos para
el nivel de glucosa Ty, esto quiere decir que, se partié de una glucosa inicial diferente en
cada grupo siendo el Il y IV los que presentaron niveles de glucosa To mas elevados.
Debido a la falta de homogeneidad para dicho parametro, se decidié6 agrupar los

animales bajo este criterio y no por su peso corporal.
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Tabla 10. Niveles de glucosa en sangre en el tiempo.

Grupo Glucosa en sangre (mg/dL)
Media+ S
N° To T1 T T3
I 106 + 4,38% 110 £2,17¢ 98,2 + 4,763 91,8 + 2,68
Blanco

Il 148 + 3,58 386 + 3,772 279 + 3,32 119 + 3,11
Control
negativo

1 120 £ 5,73% 282 + 3,91% 89 + 4,183 64,4 + 3,78%
Control
positivo

v 132 + 4,42% 348 + 4,16% 250 + 3,56% 92,8 + 3,56
Cascarilla
de café

S= desviacion estandar. Letras diferentes en una misma columna/Numeros diferentes

en una misma fila indican diferencias significativas entre los grupos. (p < 0,001).

Las mediciones Ty y T, dentro de un mismo grupo, mantuvieron los niveles de glucosa
estadisticamente diferentes. Se puede apreciar que todos los grupos, a excepcion del
blanco, luego de 30 minutos (T1) presentaron un aumento apreciable en los niveles de
glucosa basal, valores que se constatan inferiores una vez transcurrida la hora de
experimentacioén (T2), sobre todo, para el control positivo (l11). Finalmente, en la medicion
Tz la glucosa basal fue significativamente menor a las mediciones anteriores en todos

los grupos, a excepcion del .

Cabe sefalar que el grupo Ill mostr6 una hipoglucemia moderada en los sujetos de
experimentacion, tomando en consideracion que los valores normales de glucosa en
ratones albinos son de 70-140 mg/dL en ayunas y hasta 200 mg/dL aleatoria (Adamu et
al., 2017). La glibenclamida al ser un antidiabético oral tiene un mecanismo de accién
distinto a la fibra vegetal y su efecto es eficaz para controlar los niveles de glucosa basal.
Sin embargo, se puede corroborar con lo descrito por la Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos sanitarios (AEMPS) en su centro de informacién de
medicamentos autorizados que, la glibenclamida en su ficha técnica tiene como uno de
los efectos adversos reportados la hipoglucemia, por lo que esta disminucién de glucosa

responde a un efecto adverso al medicamento por parte del organismo. Por otro lado, el
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grupo tratado con cascarilla de C. arabica (IV) aunque mostr6 una capacidad
hipoglucemiante, significativamente mayor que el control negativo (ll), fue inferior al
control positivo (lll), con la ventaja de no llegar a provocar la hipoglucemia en los sujetos

de experimentacion.

Vale sefialar que la administracién de la droga presenté algunos inconvenientes, lo cual
debe ser analizado para ensayos posteriores, conjuntamente con el estudio de varias
dosis por administracion. Se recomienda micronizar mas la droga cruda y lograr una
forma mas efectiva de administrar la suspension, garantizando el ingreso total del

material vegetal.

Es necesario afiadir que, el uso de una fibra vegetal comercial como control positivo,
permitiria una comparacion mas certera sobre la base de su modo de accién. El
mecanismo de accion hipoglucemiante de las fibras dietéticas esta relacionado,
principalmente, con su capacidad para retardar la digestion y absorcion de
carbohidratos, especialmente los carbohidratos simples como la glucosa. Dicho efecto
tiene un impacto directo en la respuesta glucémica postprandial, es decir, en los niveles
de glucosa en sangre después de las comidas. Las fibras dietéticas, especialmente las
solubles como el beta-glucano, pectinas y gomas, forman geles viscosos en presencia
de liquido en el tracto gastrointestinal. Dichos geles disminuyen la digestion de los

carbohidratos al retardar su transformacion a monosacaridos simples (Slavin, 2005).

El efecto hipoglucemiante se puede interpretar de mejor manera al observar la
llustracion 7, donde se detallan graficamente estas variaciones de glucosa basal en los
grupos alo largo del tiempo. En todos los grupos se puede apreciar un aumento gradual
de glucosa hasta los 30 minutos con un descenso significativo en todos, excepto en el
l. Con relacion al grupo lll, se observa una menor elevacion de glucosa asi como una
disminucién méas pronunciada en comparacién a los deméas grupos, esto se debe al
mecanismo hipoglucemiante de la glibenclamida que, posterior a su absorcion, actla
directamente sobre los receptores acoplados a canales idnicos, estimulando la
secrecion de insulina en el pancreas para controlar los niveles de glucosa (Campos et
al.,, 2023). En contraste, el grupo IV mostré niveles de glucosa significativamente
mayores al grupo I, esta diferencia radica en el mecanismo por el que acttan las fibras
presentes en materias vegetales, las que requieren un proceso inicial de hinchamiento
previo a su efecto terapéutico, lo que resulta en una diferencia considerable frente a los

antidiabéticos orales como la glibenclamida (Ramirez, 2012).
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llustracion 7. Curva de glucosa en los grupos experimentales.

Curva de tolerancia a la glucosa
450

w b
& 8

RN

:,’

= 300
E; 50 2 \
E 2 > \
-3' i / . : \\
8 / -4 N
B 150 oo

100 .

50 —

0
0 30 60 120
Tiempo (min)
et I LI | IV
*Leyenda: I: Grupo | (blanco); Il: Grupo Il (control negativo); lll: Grupo Il (control

positivo); IV: Grupo IV (tratamiento con cascarilla de café).

Los resultados obtenidos se pueden comparar con los descritos por Hernandez (2007),
quien estudid el efecto hipoglucemiante resultante de la administracion del bagazo de
naranja en ratas con diabetes inducida. Los resultados constataron la efectividad del
producto natural para controlar la absorciéon de glucosa basal. Por otro lado, Cafias et
al., (2020) realizé un estudio in vitro para medir la absorcién de glucosa en pulpa de
café, concluyendo que este subproducto fue capaz de disminuir la difusién de glucosa
en comparacion al control. Esto permite afirmar que, a pesar de no existir muchos
estudios referentes al efecto hipoglucemiante de las fibras presentes en la cascarilla de
café, los resultados alientan a continuar las investigaciones para validar su

aprovechamiento como suplemento o fitomedicamento.

Contar con un fitomedicamento que posea capacidad antioxidante y también efecto
hipoglucemiante representa una ventaja significativa en el tratamiento y manejo de
patologias como la diabetes y otras enfermedades metabdlicas. Los antioxidantes

ayudan a proteger al cuerpo contra el estrés oxidativo, un proceso que puede contribuir
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al desarrollo de diversas enfermedades ya sea metabdlicas, cardiovasculares, entre
otras. Colateralmente, pueden reducirse los dafios causados por los radicales libres,
mejorando asi la salud celular y reduciendo el riesgo de complicaciones asociadas con
el estrés oxidativo. Por otra parte, los agentes hipoglucemiantes ayudan a controlar los
niveles de azlcar en sangre, lo cual es crucial para pacientes con diabetes tipo 2 y otras
condiciones relacionadas con la resistencia a la insulina. La combinacién de
propiedades antioxidantes e hipoglucemiantes puede ofrecer beneficios sinérgicos,
potenciando el efecto protector sobre los tejidos y érganos afectados por la diabetes y
otras patologias de gran incidencia en la actualidad. La reduccién del estrés oxidativo
puede mejorar la funcién vascular, reduciendo el riesgo de complicaciones vasculares
asociadas con la diabetes, como la neuropatia. (Erejuwa et al., 2014; Olaokun et al.,
2013; Roohbakhsh et al., 2015)
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CONCLUSIONES

El andlisis bromatoldgico realizado en las tres variedades de cascarilla de café constato
gue todos los parametros determinados guardan relacién con los resultados referidos
por otros autores, evidenciandose el posible valor nutricional y la calidad de las materias

primas evaluadas.

El analisis por CCD permitié6 constatar que las variedades A y S poseen perfiles
cromatograficos cualitativamente similares, evidenciandose, a diferencia de la B, la
presencia de compuestos quimicos que presentan grupos cromoéforos conjugados,
metabolitos fendlicos y colateralmente capacidad antioxidante. La identificacion de

aminoacidos y cafeina mostré un perfil mas homogéneo para las tres muestras.

El analisis cromatogréafico desarrollado mediante CLAE/EM sugirié la presencia de
cafeina y metabolitos fendlicos en las tres variedades, siendo mas nitidos en Ay S. Los
métodos espectrofotométricos confirmaron que Ay S presentaron los mayores valores

de fenoles totales, taninos y cafeina.

Las variedades S y A destacaron en capacidad antioxidante por ambos mecanismos de
accion, correlacionado con sus niveles de compuestos fenélicos. El ensayo preliminar
de la capacidad hipoglucemiante de la variedad S mostré una reduccion significativa de

los niveles de glucosa basal, aunque no comparable con la glibenclamida.

Las cascarillas de café analizadas pueden ser consideradas como materias primas de
interés en la industria farmacéutica o alimentaria, aprovechando el efecto sinérgico que
brinda su capacidad antioxidante atribuida fundamentalmente a los compuestos
fendlicos que presenta y su actividad hipoglucemiante asociada al contenido de fibra

total.
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RECOMENDACIONES

Descartar concentraciones elevadas de metales pesados en las tres variedades de

cascarillas, segun la norma INEN.

Realizar los controles microbioldgicos necesarios para garantizar el consumo humano

de tales residuos agricolas.

Cuantificar los metabolitos especializados de mayor interés mediante CLAE, con el uso

de los patrones correspondientes.

Repetir el ensayo hipoglicemiante subsanando los inconvenientes antes comentados y

buscando la relacion dosis — respuesta mas efectiva.

Disefar formulaciones de interés para la industria farmacéutica donde se aprovechen

los beneficios de las cascarillas de café
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