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RESUMEN

Los coproductos agroindustriales pueden ser utilizados como fuente de ingredientes
funcionales para el desarrollo de alimentos funcionales. La produccién de granada en México
se estima en 5,000 toneladas, y hay diversos estudios que muestran que la cascara es fuente
de compuestos como fibra y polifenoles. El objetivo de este trabajo fue estudiar la harina de
cascara de granada como fuente de ingredientes funcionales (fibra y polifenoles) para la
utilizacion en un producto carnico. Este trabajo se dividié en 2 etapas: en la primera, se
caracteriz6 a la harina de cascara de granada, en su contenido de polifenoles, actividad
antioxidante, fibra y actividad prebi6tica. En la segunda parte se adicion0 la harina de cascara
de granada encapsulada por secado por aspersion, esto debido al pH acido de la harina que
hace que se rompa la emulsion. Se realizaron tres formulaciones: la formulacion 1
correspondio al control, que no contenia la harina de cascara de granada y tenia 15% de grasa
dorsal. El tratamiento 1 tenia 10% de grasa dorsal y el tratamiento 2 contenia 20% de grasa
dorsal. A los 2 tratamientos se les adicion6 5% de las cépsulas de la harina de granada. Las
salchichas se cocieron hasta alcanzar una temperatura interna de 72°C se empaquetaron al
vacio y se almacenaron a 4°C. A los dias 1, 6, 12 y 18 se les realizaron los siguientes analisis
fisicoquimicos: pH, Aw, Rendimiento de la coccion, humedad liberada, humedad exprimible,
grasa liberada durante la coccion, color, textura y rancidez oxidativa, al dia 1 se realizd una
evaluacion sensorial con un panel no entrenado y utilizando una escala semiestructurada. Los
resultados mostraron que la harina de cascara de granada contiene una gran cantidad de
polifenoles totales extraibles (177.8 + 1.8 mg eq de &cido galico/ g de muestra) taninos
condensados (134 + 2.2 mg eq de catequina/ g de muestra). Proantocianidinas no extraibles
(106.8 £ 3.5 mg / g de muestra). Los resultados de la actividad antioxidante mediante la
inhibicidn del radical DPPH con un extracto metanolico fue de 85.9% + 0.8 y para el extracto
acetonico fue de 44.7% = 1.7. El contenido de Fibra total fue de 33% =* 2.5, correspondiendo
5.8% para la fibra soluble 27.2% para la fibra insoluble. La actividad prebidtica de la harina
de céscara de granada utilizando a L. rhamnosus GG vs. E. coli fue de 0.42. La segunda parte
consistio en la adicion de la harina de cascara de granada en un producto carnico
emulsionado. La harina tuvo que ser encapsulada (mediante secado por aspersién) ya que

posee un pH bajo, que hace que se rompa la emulsion. Los resultados mostraron que no se




encontraron diferencias significativas entre los tratamientos para la Humedad Exprimible,
Actividad de agua, Color, Andlisis del perfil de textura y Rancidez oxidativa (TBA). Sin
embargo, si se encontraron diferencias significativas para la Humedad liberada, en donde el
mejor tratamiento fue el 2 que contenia la mayor cantidad de lardo, en la Grasa liberada
durante la coccion el mejor tratamiento fue el 1. Con respecto al pH, el mejor tratamiento fue
el tratamiento 1 presentando un valor de 5.77, mientras que en el tratamiento 2 fue de 5.56
muy cercano al punto isoeléctrico de las proteinas miofibrilares. Con respecto al anélisis
sensorial se encontrd que los jueces no encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos. De manera general se encontro que las capsulas de harina de cascara no tienen
efecto significativo sobre las propiedades fisicoquimicas del producto cérnico. Se puede
concluir que, la harina de céscara de granada es una fuente importante de compuestos como
fibra y polifenoles que pueden aportar caracteristicas prebioticas y antioxidantes a un
producto funcional siempre y cuando vaya encapsulada, sin modificar sus caracteristicas

fisicoquimicas.




ABSTRACT

Agro-industrial co-products can be used as a source of functional ingredients for the
development of functional foods. The production of pomegranate in Mexico is estimated at
5,000 ton, and there are various studies that show that the peel is a source of compounds such
as fiber and polyphenols. The objective of this work was to study pomegranate peel flour as
a source of functional ingredients (fiber and polyphenols) for use in a meat product. This
work was divided into 2 stages: in the first, the pomegranate peel flour was characterized in
its polyphenol content, antioxidant content, fiber and prebiotic activity. In the second part,
the encapsulated pomegranate peel flour was added by spray drying, this due to the acid pH
of the flour that causes the emulsion to break down. Three formulations were made:
formulation 1 corresponded to the control, which did not contain pomegranate peel flour and
had 15% back fat. Treatment 1 had 10% back fat and treatment 2 contained 20% back fat. To
the 2 treatments, 5% of the pomegranate flour capsules were added. The sausages were
cooked to an internal temperature of 72°C, vacuum packed and stores at 4°C. On days 1, 6,
12, and 18, the following physicochemical analyzes were performed: pH, Aw, cooking
performance, moisture released, fat released during cooking, color, texture and oxidative
rancidity, on day 1 it was performed a sensory evaluation with an untrained panel and using
a semi-structured scale. The results showed that pomegranate peel flour contains a large
amount of total extractable polyphenols (177.8 mg eq of galllic acid/g of sample) condensed
tannins (134 mg eq of catechin/g of sample). Nom-extractable proanthocyanidins (106.8
mg/g sample). The results of the antioxidant activity by inhibiting the radical DPPH with a
methanolic extract was 85.9% and for the acetonic extract it was 44.7. The total fiber content
was 33% corresponding to 5.8% for soluble fiber and 27.2% for insoluble fiber. The prebiotic
activity of pomegranate peel flour using L. rhamnosus GG vs. E. coli was 0.42. The second
part consisted of adding pomegranate peel flour to an emulsified meat product. The flour had
to be encapsulated (by spray drying) since it has a low pH, which causes the emulsion to
break down. The results showed that no significant differences were founded between the
treatments for squeezable moisture, water activity, color, texture profile analysis and
oxidative rancidity (TBA). However, if significant differences were found for the moisture
released, where the best treatment was the 2 that contained the highest amount of back fat, in

the fat released during cooking the best treatment was 1. With respect to pH, the best was




treatment 1 presenting a value of 5.77, while in treatment 2 it was 5.56 very close to the
isoelectric point of myofibrillar proteins. Regarding the sensory analyses, it was founded that
the judges did not find significant differences between the treatments. In general, it was found
that the shell flour capsules have not significant effects on the physicochemical properties of
the meat product. It can be concluded that pomegranate peel flour is an important source of
compounds such as fiber and polyphenols that can provide prebiotic and antioxidant
characteristics to a functional product as long as it is encapsulated, without modifying its
physicochemical characteristics.
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Introduccion

La creciente demanda de cultivos para consumo humano, alimentos para animales y
biocombustibles, llevéd a explorar los coproductos agroindustriales como una nueva fuente
de ingredientes funcionales como: fibra dietética, oligosacaridos y antioxidantes.
Aproximadamente 70% del peso de la materia prima orgénica, como la cascaray las semillas,
se desperdicia y su eliminacion representa un problema ambiental que solo se resuelve

parcialmente usandolos como alimento para animales o como fertilizante.

Los coproductos agroindustriales derivados del procesamiento de frutas representan una
fuente importante de compuestos bioactivos como fibra, antioxidantes y prebioticos, estos
pueden ser utilizados como recursos alternativos econdémicos en productos carnicos. EI uso
de coproductos agroindustriales con alto valor nutricional como nuevos aditivos o
suplementos alimentarios ha ganado un interés creciente porque son productos de alto valor

Yy Su recuperacion tiene un costo econémico bajo.

La granada (Punica granatum), es una fruta nativa de Iran, pero se cultiva en todas partes del
mundo. Es fuente de compuestos fitoquimicos tales como, los flavonoides (antocianinas),
taninos condensados (proantocianidinas) y taninos hidrolizables (elagitaninos y galotaninos)

ademas de fibra dietética que podria ser ocupada como prebidtico.

Los compuestos polifendlicos son los compuestos bioactivos antioxidantes mas abundantes
en la dieta. Se trata de un amplio grupo de compuestos, producto del metabolismo secundario
de las plantas, poseen estructuras con anillos aromaticos y dobles enlaces conjugados a partir
de los cuales ejercen su accion antioxidante. Los compuestos fendlicos presentes en los
tejidos de las plantas son una parte esencial de la dieta humana y tienen un interés
considerable debido a sus propiedades antioxidantes. Las frutas y verduras son las principales
fuentes de compuestos fendlicos en la dieta humana. Las industrias de procesamiento de
alimentos y productos agricolas generan cantidades sustanciales de coproductos ricos en

fenolicos, que podrian ser valiosas fuentes naturales de antioxidantes.




Los alimentos funcionales son aquellos que incluyen en su formulacién ingredientes aislados
de alimentos que nos proporcionan beneficios fisiolégicos no nutricionales y que pueden
mejorar el estado de salud y del bienestar o bien que reduce el riesgo de una enfermedad.
Actualmente tienen gran relevancia su investigacion y aplicacion en alimentos que son
consumidos cada vez en mayor medida, por ejemplo los alimentos pueden contener
ingredientes  funcionales como Probi6ticos (microorganismos vivos), Prebioticos
(carbohidratos; oligdbmeros y/o polimeros), Fibra (carbohidratos; oligémeros y/o polimeros),
Productos con -3 (lipidos), Alimentos con minerales, Alimentos con péptidos

antihipertensivos (proteinas/péptidos), Alimentos con antioxidantes (fitoquimicos), etc.




2. Antecedentes

2.1. Ingredientes funcionales

Son los ingredientes aislados de alimentos que proporcionan beneficios fisiolégicos no
nutricionales y que pueden mejorar el estado de salud y del bienestar o bien que reducen el
riesgo de una enfermedad. Actualmente tienen gran relevancia en la investigacion y
aplicacion en alimentos. Entre los ingredientes funcionales més utilizados tenemos a los
probidticos (microorganismos vivos), prebidticos (carbohidratos; oligomeros y/o polimeros),
fibra (carbohidratos; oligobmeros y/o polimeros), productos con ®-3 (lipidos), minerales,
péptidos antihipertensivos (proteinas/péptidos), polifenoles, asi como antioxidantes
(fitoquimicos), etc. (Hilliam, 2003).

2.1.1 Polifenoles

Las plantas destinan una cantidad significativa del carbono asimilado y de la energia a la
sintesis de una amplia variedad de moléculas organicas que no parecen tener una funcion
directa en procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de
solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, son compuestos de bajo peso
molecular y se denominan metabolitos secundarios. Se sintetizan en pequefias cantidades y
no de forma generalizada, estando a menudo su produccién restringida a un determinado

género de plantas, a una familia, o incluso a algunas especies (Fiehn y col., 2000).

Se agrupan en cuatro clases principales (Taiz y Zeiger, 2006):
e Terpenos. Entre los que se encuentran hormonas, pigmentos o aceites esenciales.
e Compuestos fendlicos. Cumarinas, flavonoides, lignina y taninos.
e Glicosidos. Saponinas, glicésidos cianogénicos y glucosinolatos.

e Alcaloides.

La variedad estructural dentro de un mismo grupo de metabolitos secundarios esta dada por
modificaciones quimicas a una estructura basica, originadas por reacciones quimicas, tales
como la hidroxilacion, metilacion, epoxidacion, malonilacion, esterificacion y la
glucosilacion (Wink, 1999).




Los compuestos polifendlicos son los compuestos bioactivos antioxidantes mas abundantes
en ladieta. Se trata de un amplio grupo de compuestos, producto del metabolismo secundario
de las plantas donde desempefian diversas funciones de proteccion al ataque de patdégenos o
herbivoros y son pigmentos que atraen a los polinizadores. Poseen estructuras con anillos
aromaticos y dobles enlaces conjugados a partir de los cuales ejercen su accion antioxidante
(Arranz, 2010).

Los polifenoles son generalmente subdivididos en taninos hidrolizables, que son ésteres de
acido galico de glucosa y otros azucares; y fenilpropanoides, como la lignina, flavonoides y
taninos condensados (Wink, 1999).

Los polifenoles son importantes para la fisiologia de las plantas pues contribuyen a la
resistencia de microorganismos e insectos y ayudan a preservar su integridad por su continua
exposicion a estresantes ambientales, incluyendo radiaciones ultravioletas y relativamente
altas temperaturas (Fiehn y col., 2000). En el ser humano, parte de la actividad bioldgica de

los polifenoles se debe a su capacidad de formar parte del sistema antioxidante celular

Los compuestos polifendlicos presentes en alimentos se extraen generalmente con
disolventes acuoso-organicos. La extraccion dependera de la naturaleza quimica y del grado
de polimerizacion de los propios compuestos, del método de extraccion (polaridad de los
solventes), del tamafio de particula de la muestra y de las sustancias que pueden ejercer un
efecto de interferencia. Independientemente del tipo de disolventes que se utilicen, la
extraccion siempre es incompleta y una cantidad de compuestos polifendlicos puede quedar
en los residuos de la extraccion. Por ello, de acuerdo con lo anteriormente expuesto, los
compuestos polifendlicos se pueden dividir en polifenoles extraibles (PE), aquellos que se
solubilizan en los disolventes acuoso-organicos y polifenoles no extraibles (PNE), los que
quedan retenidos en el residuo resultante tras la extraccion acuoso-organica (Saura-Calixto y
col.,1991).

Ademas de los disolventes, también el tiempo de extraccion es determinante a la h. de obtener
un mayor rendimiento. Se han reportado tiempos de extraccion desde 1 min. hasta 24 h
teniendo en cuenta que largos periodos de extraccion pueden producir oxidaciones, que se

minimizan afiadiendo agentes reductores (Price y col., 1978).
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2.1.1.1 Polifenoles Extraibles

2.1.1.1.1 Definicién

Los polifenoles extraibles (PE), son aquellos que se solubilizan en los disolventes acuoso-
organicos. Los compuestos extraibles poseen pesos moleculares bajos o medios (de

mondmeros a decdmeros) (Saura-Calixto y col.,1991).

2.1.1.1.2 Clasificacion

Segun su estructura quimica los compuestos extraibles, pueden dividirse en estructuras
simples como son los &cidos fendlicos que a su vez pueden encontrarse libres o esterificados,
en flavonoides y en otras estructuras mucho méas complejas que a su vez se subdividen en
proantocianidinas de bajo peso molecular (oligdmeros de catequina y epicatequina con grado

de polimerizacion entre 2 y 10) y taninos hidrolizables (Arranz, 2010). En la tabla 1 se

muestra una clasificacion propuesta para la clasificacion de los polifenoles extraibles.

Tabla 1.- Clasificacion de polifenoles extraibles (Arranz, 2010).

Polifenoles Extraibles (PE) Estructura
Acido p-hidroxibenzoico
Acido gélico i
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Glicosidos de quercetina




Flavanoles

Catequina
Epicatequina
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Daicina
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Daiceina

Genesteina

HO

Antocianidinas
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2.1.1.2 Taninos condensados e hidrolizables.

Los taninos son compuestos polifenolicos, mas o menos complejos, de origen vegetal, masa
molecular relativamente elevada, sabor astringente, conocidos y empleados desde hace
muchos siglos por su propiedad de ser capaces de convertir la piel en cuero, es decir de curtir
las pieles. Esto se debe a su capacidad para unirse a macromoléculas como hidratos de
carbono y proteinas. Precipitan con sales de metales pesados, proteinas y alcaloides (Cacace
& Mazza, 2002).

Los taninos son metabolitos secundarios de las plantas y se caracterizan por ser compuestos

fendlicos, no nitrogenados y no cristalizables. Estos compuestos poliméricos se unen a

proteinas desnaturalizandolas.

Sus propiedades principales estan relacionadas con:

e La capacidad de formar complejos con las proteinas, que le confieren una caracteristica
gustativa interesante asociada al término globalmente conocido como astringencia.

e Su poder antirradicalario y su capacidad de consumir oxigeno disuelto, atribuyéndole su

propiedad antioxidante, muy utilizada en la industria.

Gracias a los grupos hidroxilo de sus nucleos fendélicos, pueden formar quelatos con cationes
metalicos, pudiendo eliminar parcialmente, bajo esta forma, cantidades representativas de
hierro y cobre disueltos. Existen dos categorias de estos taninos: taninos condensados y
taninos hidrolizables (Cacace & Mazza, 2002).

Los taninos condensados son polimeros de unidades de flavonoides unidas por enlaces C-C,
los cuales no pueden ser hidrolizados, pero si oxidados por un acido fuerte para obtener su
estructura base, la cual puede ser antocianidinas o proantocianidinas. Sus multiples grupos
hidroxilos fenolicos provocan la formacion de complejos con las proteinas, con iones

metalicos y con otras macromoléculas como polisacaridos (Prior y Gu, 2005).

Los taninos hidrolizables son polimeros heterogéneos que contienen acidos fendlicos, sobre
todo &cido galico o &cido elagico y azucares simples; son mas pequefios que los condensados

y se hidrolizan mas facilmente (Avalos-Garcia & Pérez-Urria, 2009).
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e Galotaninos: Estos son compuestos complejos que consisten basicamente en un nucleo
de glucosa o azucar en otro nucleo, esterificados con acido galico y sus derivados, lo que
lo hace soluble en agua. Los galotaninos han demostrado tener actividad antioxidante y
antibacteriana (Cacace & Mazza, 2002).

e Elagitaninos: se componen de un nucleo poliol (glucosa o el acido quinico) y esteres del
acido hexahidroxidifenico espontaneamente se reordena para formar la unidad de &cido
elagico (Hartzfeld y col., 2002).

2.1.1.3 Polifenoles no extraibles

2.1.1.3.1 Definicion

Los polifenoles no extraibles son compuestos con un peso molecular elevado (5000 unidades
0 mayores) o polifenoles de bajo peso molecular unidos a los componentes de la matriz de la
fibra dietética o a proteinas que se encuentran en los residuos de dicha extraccion acuoso-
organica (Bravo y col., 1994; Saura-Calixto y col.,1991) o también pueden quedar atrapados

en la matriz vegetal inaccesibles a los disolventes.

2.1.1.3.2 Clasificacion

Los polifenoles no extraibles incluyen taninos hidrolizables que a su vez pueden dividirse en
galotaninos si la unidad monomeérica es el acido galico y en elagitaninos si es el &cido elagico
0 su dimero de condensacion, el acido hexahidroxidifenico (HHDF), polifenoles
hidrolizables (&cidos benzoicos y acidos cinamicos que se unen a estructuras mas complejas
mediante enlaces glicosidicos) y proantocianidinas de alto peso molecular o también
Ilamados taninos condensados (Arranz, 2010). En la tabla 2 se muestra una clasificacion

propuesta para la clasificacion de los polifenoles no extraibles.




Tabla 2.- Clasificacion de polifenoles no extraibles (Arranz, 2010).
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2.1.1.3.3 Metabolismo y efectos a la salud de los compuestos fendlicos no extraibles.

Actualmente emerge la necesidad de conocer las estructuras de dichos compuestos no
extraibles para correlacionar las cantidades tan importantes presentes en algunas plantas con
los posibles efectos bioldgicos que algunos autores ya han reportado como una actividad
antiinflamatoria, la reduccion del estrés oxidativo, el efecto antiproliferativo, el efecto de
vasodilatador, entre otros (Serrano y col., 2009). Para ello es necesario conocer el
metabolismo que los compuestos polifendlicos pueden sufrir en el organismo y donde pueden

ejercer sus efectos.

Los polifenoles no extraibles forman un grupo de compuestos importantes desde el punto de
vista nutritivo por dos razones: a) algunos de ellos pueden ser hidrolizados por enzimas del
intestino delgado donde se vuelven bioaccesibles y potencialmente biodisponibles; b) la
fraccion que llega al colon puede liberarse de la matriz alimentaria por la accion de la
microbiota colonicay transformado en compuestos polifendlicos pequefios y metabolitos que
subsecuentemente son absorbidos. Puesto que los metabolitos microbianos se estan
reconociendo que tienen un papel relevante por sus efectos a la salud (como actividad
antiinflamatoria, reduccién del estrés oxidativo, efecto antiproliferativo, efecto de
vasodilatador (Serrano y col., 2009) la importancia de la contribucion de esta fraccion de
polifenoles no extraibles que generalmente no se considera en el analisis quimico de los

alimentos, cada vez toma mayor importancia.

Finalmente, la biodisponibilidad de los polifenoles no extraibles se ha demostrado
directamente determinando el contenido de polifenoles en plasma u orina o indirectamente

evaluando la capacidad antioxidante en plasma (Saura-Calixto y col., 2007).




2.1.2 Fibra

La fibra es el componente no digerible de los alimentos de origen vegetal (como cereales,
frutas, verduras y leguminosas) que contribuye a la buena salud. Las enzimas del sistema
digestivo no rompen este importante componente de los alimentos; lo que significa que viaja
casi intacta a través de todo el sistema digestivo, incluyendo el colon. EIl hecho de que la
fibra no sea digerida por el cuerpo es una de las razones por las que es tan benéfica para la
salud (International Food Information Council, 2008).

2.2.2.1 Definicion

El término fibra dietética fue adoptado por primera vez por Hipsley en 1953 para describir
los componentes de las paredes celulares de los vegetales en los alimentos. El significado
fisioldgico de la fibra se obtuvo en 1974 cuando Burkitt y col. recomendaron un mayor
consumo de fibra dietética para mejorar la funcion intestinal, basado en estudios
comparativos entre Africa y el Reino Unido. Muchas definiciones se han propuesto a nivel

nacional e internacional.

Desde un punto de vista bioldgico la fibra dietética es la parte comestible de las plantas o
hidratos de carbono andlogos que son resistentes a la digestion y absorcion en el intestino
delgado, con fermentacién completa o parcial en el intestino grueso. La fibra dietética incluye
polisacaridos, oligosacaridos, ligninay sustancias asociadas de la planta. Las fibras dietéticas
promueven efectos beneficiosos fisiologicos. Una definicion mas reciente, afiade a la
definicién previa de fibra dietética el concepto nuevo de fibra funcional o afiadida que incluye
otros hidratos de carbono absorbibles como el almidén resistente, la inulina, diversos
oligosacéaridos y disacaridos como la lactulosa. Hablariamos entonces de fibra total como la

suma de fibra dietética mas fibra funcional (Dietary Reference Intakes, 2001).

De acuerdo con la “Norma Oficial Mexicana NOM-043-SSA2-2005”, 1a fibra dietética es la
parte comestible de las plantas o hidratos de carbono analogos que son resistentes a la
digestion y la absorcion en el intestino delgado humano y que sufren una fermentacion total
o parcial en el intestino grueso. La fibra dietética incluye polisacaridos, oligosacaridos,

lignina y otras sustancias asociadas a las plantas. Se les divide en solubles e insolubles.
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Epidemiologicamente su consumo insuficiente se ha asociado con la aparicion de
enfermedades cronicas. Se encuentra en leguminosas, cereales integrales, verduras y frutas.
La fibra estd constituida por tres componentes, cada uno de los cuales tiene un efecto
diferente en el organismo:

e Polisacaridos. Constituyen la mayor proporcion de la fibra. Este componente incluye
salvado, pectinas de frutas y verduras, beta-glucanos de avena y centeno, y gomas tales
como goma arabiga y goma guar.

e Lignina. Es la parte dura y fibrosa de las paredes celulares de las plantas, y el segundo
mayor componente de la fibra. Las ligninas incluyen los tallos y las céscaras.

¢ Almidones resistentes y oligosacaridos no digeribles. Constituyen la parte de la fibra que
resiste la digestién en el tracto digestivo superior, pero alimentan y estimulan el
crecimiento de bacterias benéficas en el tracto digestivo inferior. Estos se encuentran en
las leguminosas, algunas frutas y verduras, semillas y granos. Los almidones resistentes,
los oligosacaridos no digeribles, la polidextrosa, la fibra soluble de maiz y otros son

afiadidos algunas veces a los alimentos como ingredientes aislados (Garcia, 2004).

En fechas recientes, una gran cantidad de estudios cientificos sobre el papel de la fibra en la
dieta han promovido innovaciones en el desarrollo de alimentos y de nuevos ingredientes

mejorados con fibra, para ser incluidos en alimentos industrializados.

2.1.2.2 Clasificacion

Tradicionalmente, la fibra ha sido clasificada en dos categorias: soluble e insoluble.

2.1.2.2.1 Fibra soluble

Como su nombre lo indica, la fibra soluble se puede disolver en agua. De hecho, puede
absorber agua y, al hacerlo, forma una especie de gel. Comprenden aquellas fibras en las que
la celulosa es un componente esencial y la lignina se combina de forma variable. Se incluyen
también algunas hemicelulosas. En la dieta humana existen fuentes importantes de este tipo
de fibra, como los cereales integrales, el centeno y los productos derivados del arroz. Estas
fibras son escasamente degradadas por la accion de las bacterias coldnicas, por lo que se

excretan practicamente integras por las heces (Trantwein y col., 1999).
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Por este motivo y por su capacidad para retener agua, aumentan la motilidad gastrointestinal
y el peso seco de las heces. EI consumo de fibra soluble incrementa la sensacion de saciedad,
puede ayudar a disminuir los niveles de colesterol LDL en la sangre (de lipoproteinas de baja
densidad, conocido también como el “colesterol malo™) y a mantener estables los niveles de
glucosa sanguinea, al reducir el aumento en los niveles de glucosa en la sangre que ocurre
después de comer. Algunos ejemplos de fibras solubles son: psyllium, salvado de avena,
manzanas, peras, leguminosas, cebada, etc. (Garcia, 2004).

2.1.2.2.2 Fibra insoluble

Como su nombre lo indica, no se disuelve en agua. Incluyen gomas, mucilagos, sustancias
pécticas y algunas hemicelulosas, son de naturaleza viscosa Yy Se encuentran
fundamentalmente en frutas, legumbres y cereales. La fibra insoluble capta poco el agua, es
poco fermentable por la microbiota intestinal y sus mezclas tienen baja viscosidad.
Disminuye la viscosidad del bolo alimenticio y el tiempo de trénsito intestinal. Este tipo de
fibra es muy util en la prevencién del estrefiimiento, por otra parte, también contribuye a
disminuir la concentracion y el tiempo de contacto de potenciales carcinogénicos con la
mucosa del colon. Es el tipo de fibra que predomina en el salvado de trigo, granos enteros,

algunas verduras y en general, en todos los cereales (Ha y col., 2000).

2.1.2.2.3. Fibra como prebidtico

Algunos componentes presentes de la fibra son denominados prebidticos, definidos como
ingredientes alimenticios no digeribles de los alimentos que afectan de manera positiva al
huésped, estimulando de forma selectiva el crecimiento y/o la actividad metabdlica de un
namero limitado de cepas de bacterias colonicas. Estos compuestos se caracterizan por ser
moléculas de gran tamafio que no pueden ser digeridas por las enzimas digestivas del tracto
gastrointestinal alto, alcanzando el intestino grueso donde son degradados por la microflora
bacteriana, principalmente por las Bifidobacterias y Lactobacilos, generando de esta forma

una biomasa bacteriana saludable y un pH éptimo (Roberfroid, 2005).




2.1.3 Prebioticos

2.1.3.1. Definicion

Un prebiotico se define como “un ingrediente fermentado selectivamente que permite

cambios especificos tanto en la composicion, como en la actividad de la microbiota del tracto

gastrointestinal, otorgando al hospedero bienestar y salud” (Gibson y col., 2004).

Los criterios para la clasificacion de un prebiotico son (Gibson, 1999):

e Compuestos con resistencia a la acidez gastrica, la hidrolisis por las enzimas digestivas
de mamiferos y la absorcién gastrointestinal.

e Lafermentacion de estos componentes por la microbiota intestinal.

e Laestimulacion selectiva del crecimiento y/o actividad(es) de uno o un namero limitado

de bacterias intestinales benéficamente asociados con la salud y el bienestar.

Los hidratos de carbono no digeribles (oligosacaridos y polisacaridos), algunos péptidos y
proteinas, y ciertos lipidos (ésteres y éteres) son considerados como prebidticos. Debido a su
estructura quimica, estos compuestos no son absorbidos en la parte anterior del tracto

gastrointestinal o no son hidrolizados por las enzimas digestivas humanas.

Los principales compuestos prebidticos utilizados en alimentos pertenecen al grupo de oligo
y polisacéridos, denominados también como oligosacaridos no digeribles, destacando
compuestos como la inulina, fructooligosacaridos, glucooligosacaridos y xilooligosacaridos,
entre otros. Sin embargo, existen otros compuestos susceptibles a la fermentacién por
bacterias de los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus clasificadas como fibras dietéticas
entre los que se encuentran almidones resistentes y algunos constituyentes vegetales no

digeribles como la celulosa, la hemicelulosa y la pectina (Rastall y Maitin, 2002).

Estos compuestos se podrian llamar «alimentos del colon», puesto que entran en el colon y
sirven como substratos para las bacterias endogenas del mismo, asi indirectamente
proporcionan al organismo energia, substratos metabdlicos y micronutrientes esenciales
(Gibson y Roberfroid, 1995).




2.1.3.2. Clasificacion
Su clasificacion no se encuentra del todo definida y generalmente se basan en criterios como
su origen, grado de polimerizacion de los compuestos (nimero de mondmeros) o las

caracteristicas quimicas que poseen.

Los prebioticos pueden obtenerse por tres vias (Gulewicz y Wardenska., 2003):
1.- Mediante la extraccion a partir de componentes de una planta.
2.- Por sintesis enzimatica o microbioldgica.

3.- Por una hidrdlisis enzimatica de polisacaridos.

En la figura 1 se muestra una clasificacion de los principales compuestos prebidticos, con

base en su origen.

Xilooligosacaridos
Sintéticos
Isomaltooligosacaridos
) Galactooligosacaridos
Prebidticos
Fructooligosacaridos
Naturales
- Oligosacaridos

Celulosa
Galactooligosacaridos

F|bra Dietética
Almldones reS|stentes

Figura 2: Clasificacion de los compuestos prebidticos segln su origen.

De los compuestos descritos en la clasificacion de los prebidticos los que son de interés para
este trabajo, son los naturales, en especifico los de Fibra dietética. Se da una descripcion de
los compuestos que se encuentran en las cascaras de las frutas y por ende en la harina de

cascara de granada.
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Trowell (1976) fue de los pioneros en el estudio del efecto del consumo de fibra dietética
sobre la salud, definiéndola como “‘sustancias de origen vegetal que no pueden ser digeridas
por enzimas humanas, incluyendo componentes de la pared celular y polisacaridos

intracelulares de plantas”.

2.1.3.2.1 Celulosa

Se trata de un polimero lineal de unidades B-1-4-D-glucopiranosas; la insolubilidad en agua
de este polimero, la dificulta de ser digerida por enzimas humanas y provoca el aumento en
el volumen de las heces fecales con tiempos mas cortos de transito en el tracto
gastrointestinal; otro efecto es el aumento en la produccién de acidos grasos de cadena corta
como producto final (Vilcanqui-Pérez & Vilchez-Perales, 2017).

2.1.3.2.2 Pectina

Es un polisacarido formado por moléculas de acido D-galacturdnico en cadenas lineales
unidas por enlaces glicosidicos, en las cuales se encuentra insertadas unidades de L-
ramnopiranosas. La pectina, ademas de ser soluble en agua es estable en valores bajos de pH
(2-4.5) debido a su grado de esterificacion, permitiendo su paso a traves del tracto
gastrointestinal sin ser absorbido hasta llegar al colon, donde es metabolizada por la
microbiota intestinal (Endress y Mattes, 2003).

Si tomamos en cuenta la clasificacion por grado de polimerizacion, los compuestos

prebidticos se pueden dividir en fructanos y galactooligosacaridos.

2.1.3.2.3 Los fructanos

La inulina es un polisacarido de la forma Glc o—(1-2)- [B Fru 1-2]n, en la que n>10. La
estructura base de la inulina, los fructooligosacaridos (una versién de menor peso molecular)
han sido los oligosacaridos mas documentados por su efecto sobre bifidobacterias intestinales
y son considerados importantes sustratos prebioticos. Se producen en grandes cantidades en
varios paises y se agregan a varios productos como galletas, bebidas, yogures, cereales para

desayuno y edulcorantes (Roberfroid, 2008).




El término fructooligosacarido se puede usar para representar dos diferentes tipos, ya sea
derivados de inulina por hidrélisis, o por sintesis a partir de sacarosa. Los FOS derivados de
la inulina, son de la forma Glc a—(1-2)- [B Fru 1-2]n, en la que n = 2-9. Los FOS derivados
de sacarosa estan en gran parte de compuestos por una mezcla de tres oligosacaridos, es decir:
(Glc-Fruy), (Glc-Frus) y (Glc-Frus) (Gibson y col, 2004).

2.1.3.2.4 Galactooligosacéaridos

Los Galactooligosacaridos (GOS) son carbohidratos que contienen galactosa que de la forma
Glc 0—(1-4)- [Gal B 1-6]n, en la que n= 2-5y se producen a partir de medios de reaccién con
exceso de lactosa mediante la actividad transgalactosidasa de la enzima [B-galactosidasa
(Génzle, 2012).

El término Galactooligosacaridos tiende a ser utilizado genéricamente para cualquier mezcla

de oligosacéaridos derivados de la actividad por transgalactosilacion de las B-galactosidasas.

2.1.3.3 Actividad Prebidtica

Varios estudios han demostrado que la capacidad de los lactobacilos y las bifidobacterias
para fermentar carbohidratos prebidticos es especifica de la cepa y del sustrato, ademas, no
esta claro qué carbohidratos prebioticos son los sustratos mas adecuados para el crecimiento
selectivo de cepas especificas.

En general, estos métodos proporcionan indices que reflejan la capacidad relativa de un
prebidtico dado para producir efectos especificos, y se basan en la medicion de poblaciones
microbianas, tasas de crecimiento, asimilacion de sustrato y / o produccion de acidos grasos
de cadena corta. Los indices se usaron luego para clasificar varios carbohidratos por su
potencial para estimular el crecimiento de miembros especificos de una microflora mixta
(Huebner y col., 2007).

2.2. Coproductos agroindustriales

El procesamiento de frutas da como resultado grandes cantidades de materiales de desecho
como céascaras, semillas, etc. La eliminacidn de estos materiales representa un problema de
contaminacion y, normalmente, estos productos se utilizan como alimento o fertilizante para

animales (Oreopoulou y Tzia, 2007).




En los dltimos afios, la valorizacion de los coproductos agricolas estd recibiendo mas
atencion, los coproductos contienen valiosas sustancias, como pigmentos, azUcares, acidos
organicos, sabores y compuestos bioactivos con actividad antioxidante y son buenas fuentes

de fibra dietética.

Estos coproductos pueden convertirse en productos comerciales, ya sea como materias
primas para procesos secundarios (ingredientes alimentarios intermedios) como suministros

operativos, o como ingredientes de nuevos productos.

2.2.1 Definicion
Son los residuos secundarios de la agroindustria, materiales vegetales. Es por lo que su
adecuada utilizacion y procesamiento mitigara los dafios que causan al medio ambiente y

minimizara los costos de produccion.

Las materias primas para producir fibra de fruta estan disponibles en grandes cantidades y
son mas o menos un subproducto del procesamiento de frutas para jugo o puré (Larrauri,
1999). Los compuestos fenolicos presentes en los tejidos de las plantas son una parte esencial
de la dieta humana y tienen un interés considerable debido a sus propiedades antioxidantes.

Las frutas y verduras son las principales fuentes de compuestos fenélicos en la dieta humana.

Las industrias de procesamiento de alimentos y productos agricolas generan cantidades
sustanciales de coproductos ricos en fendlicos, que podrian ser valiosas fuentes naturales de

antioxidantes (Balasundram y col., 2006).

Los estudios epidemiolédgicos han demostrado claramente que las dietas ricas en alimentos
vegetales protegen a los humanos contra enfermedades degenerativas como el cancer y las

enfermedades cardiovasculares (Manach y col., 2005).




2.2.2 Céscara de granada
La granada se caracteriza por ser un fruto de forma globosa, con un céliz en forma de corona.
La céscara va de color amarillo rojizo a verde con zonas rojizas e inclusive rojo escarlata; es

delgada y correosa, cubre una gran cantidad de granos, ordenadamente distribuidos.

2.2.2.1 Produccion en México

En México, hasta 1980, el estado de Puebla fue el estado con mayor produccién y consumo
(Lopez y col., 2010). Segun datos del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera
(SAGARPA, 2016) en México en el afio 2016 se sembraron 813 hectareas y se cosecharon
726 ha de granada, con una produccion de aproximadamente 5,210 ton, siendo Oaxaca,
Guanajuato e Hidalgo los estados con mayor produccion de granada (1,235, 979 y 992 ton,

respectivamente).

2.3 Ingredientes funcionales en granada

Estudios han reportado que usando métodos analiticos se ha detectado la presencia de
antioxidantes practicamente en todas las partes del arbol de granada. Los componentes mas
importantes estan en la cascara y las raices, que son los flavonoides y taninos. También se
encuentran presentes, entre otros, el cido ursolico, alfa-tocoferol, &cido eldgico, quercetina

(Lansky y Newman, 2007).

Dentro de diversos estudios referentes a la funcionalidad antioxidante de los compuestos de
la granada, esta el realizado por Igbal y col. (2008), quienes obtuvieron extractos metanolicos
de la cascara. Estos extractos purificados fueron adicionados al aceite de girasol. Este aceite
se sometid a una comparacion de funcionalidad antioxidante, contra un aceite adicionado con
BHT (butil- hidroxi-tolueno), antioxidante sintético de uso convencional en la conservacion
de grasas y aceites. Se compararon los valores de indice de peroxidos, actividad antioxidante
de dienos conjugados y trienos conjugados. Los resultados indicaron que el extracto de
cascara de granada es un potente antioxidante de aceite de girasol, comparable al BHT.

Singh y col. (2002) demostraron la eficiencia de la capacidad antioxidante sobre radicales

perdxido y en la oxidacion de lipoproteinas humanas de baja densidad (LDL). Las pruebas




se realizaron in vitro con extractos purificados, resultado de extracciones realizadas con

metanol, con agua y con acetato de etilo, a partir de la cascara y semillas.

La presencia de compuestos fendlicos en el pericarpio esta relacionada con sus caracteristicas
antimicrobianas, aspecto que es revelado en el espectro in vivo, asi como in vitro de extractos
(Al-Zoreky, 2009). Su capacidad antimicrobiana fue estudiada por Haidari y col. (2009),
quienes comprobaron que extractos con alto contenido de polifenoles, obtenidos del
pericarpio de granada, inhiben la replicacion del virus de la influenza humana A/Hong Kong
(H3N2). Los extractos acuosos, especialmente de la cascara de granada, facilitan la
reparacion de la epidermis; lo mismo ocurre con los extractos de semillas (Aslam y col.,

2006) lo que establece la posibilidad de uso cosmético.

Bialonska y col. (2010) estudiaron la influencia de la cascara de granada en diferentes
microorganismos de la microbiota intestinal humana, encontrando que mejoré el crecimiento
de bifidobacterias y lactobacilos, asi como la produccion de &cidos grasos de cadena corta en

medios inoculados con microflora fecal humana.

Viuda Martos y col. (2012) analizaron las propiedades tecnoldgicas del extracto de céscara
de granada obtenido como co-producto del procesamiento del jugo. Obteniendo como
resultado, que la cascara es rica en compuestos funcionales como la fibra y compuestos
fenolicos, con propiedades antioxidantes y que podrian ser de utilidad para su utilizacion en

productos alimentarios, ddndole de esta manera un valor agregado.

2.4.  Aplicacion de coproductos en productos carnicos

Los coproductos agroindustriales derivados del procesamiento de la fruta son una fuente
importante de biocompuestos que pueden utilizarse como ingredientes alimentarios
funcionales. Los coproductos agroindustriales como la céscara de la fruta se pueden utilizar

como recursos alternativos y baratos de antioxidante, fibra y prebioticos.

Aleson-Carbonell y col. (2003) utilizaron albedo de limén en salchichas secas curadas como

fuente de fibra, ellos evaluaron su efecto sobre el perfil sensorial y composicion quimica,
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encontrando que la incorporacion de este coproducto ademas de representar una importante
fuente nutricional, disminuyd la concentracion de nitritos residuales asi como el retraso en la
oxidacion del producto, sin embargo, la aceptacion del mismo se vio influenciada

negativamente de forma proporcional a la concentracion de albedo incorporada.

Ferndndez-Lopez y col. (2007) evaluaron el potencial de fibra de naranja como ingrediente
funcional durante el secado de salchichas curadas, esto al monitorear el cambio en la
composicion quimica (nitritos residuales y peroxidacion lipidica) y en parametros fisico-
quimicos (color y pH), los resultados obtenidos mostraron una disminucion en la produccién
de sustancias reactivas con acido tiobarbiturico (TBARS, por sus siglas en inglés), lo que
indica una disminucion en la peroxidacion de lipidos, asi como en la concentracion de nitritos
residuales, por otro lado, el comportamiento del pH en las salchichas curadas mostré un
aumento durante el proceso de secado, asociado al incremento en la poblacién de BAL
durante la fermentacién, indicando que la fibra dietética puede ser empleada como fuente de

carbono.

Arranz y col. (2009) estudiaron los altos contenidos de polifenoles no extraibles contenidos
en las frutas, encontrando que, en los alimentos de una dieta normal espariola, el contenido
de polifenoles no extraibles era considerablemente alta comparada con los polifenoles

extraibles.

Gomez-Chavez y col. (2011) evaluaron el efecto prebiotico in vitro de la harina de cacao en
el crecimiento de P. pentosaceus UAM 22 comparandolo con glucosa. Obtuvieron cuentas
superiores con la harina de cacao, por lo que se adiciond a un batido carnico, el cual ademas
fue inoculado con bacterias lacticas. Pediococcus pentosaceus presentd buena adaptacion al
desarrollarse en presencia de la harina de cacao, incrementando su cuenta a lo largo del
periodo de almacenamiento, situacion que evidencia el potencial prebiético de la harina de
cacao, que ademas confirié un aumento en la cohesividad del batido carnico sin modificar la

elasticidad, afectando la textura del producto final.




Diaz-Vela y col. (2013) realizaron la evaluacion in vitro de harina de cascara de tuna
(Opuntia ficus-indica L.) y harina de céscara de pifia (Ananas comosus). El objetivo de este
trabajo fue evaluar las harinas de cascara de tuna y pifia como fuente alternativa de carbono
durante la fermentacion utilizando bacterias con potencial probidtico; encontrando que “El
contenido total de fibra de ambas harinas fue superior al 60%, con un contenido total de
carbohidratos solubles del 20%, lo que indica una buena fuente de carbono para las bacterias
del &cido lactico. Los pardmetros cinéticos evaluados indicaron que las harinas de céascara
son una fuente de carbono adecuada y no hubo diferencia en el potencial o actividad
prebidtica para las dos harinas. Ellos concluyeron que las harinas de cascara de tuna y pifia

se pueden usar como ingredientes funcionales debido a sus propiedades fermentables”.

Trila y col. (2014) estudiaron la harina de tamarindo, la cual contiene 19.30% de fibra
dietética total y una fraccion de fibra soluble de 4.29%, sugiriendo que la harina de tamarindo
presenta un alto contenido de celulosa, el cual puede ser empleado como aditivo por sus
caracteristicas funcionales y tecnoldgicas, ademas la concentracion de fibra insoluble, puede

ejercer algun efecto prebiotico en el tracto gastrointestinal inferior.

Parra Matadamas y col. (2015) estudiaron la cascara y albedo de toronja, cascara de pifia y
cascara de tuna, como fuente de fibra, compuestos antioxidantes y sustratos potenciales para
ser fermentados por las bacterias probidticas termotolerantes. Dichos subproductos
agroindustriales mostraron concentraciones mayores al 50% de fibra dietética total. La harina
de los cuatro subproductos fue susceptible de ser fermentada por las bacterias P. pentosaceus

y A. viridans.

Pérez Chabela y col. (2015) evaluaron el efecto fisioldgico in vivo de la harina de bagazo de
manzana y harina de cascara de tuna durante 90 dias en ratas Wistar (Rattus norvegicus).
Obteniendo como resultados que “La dieta que contenia inulina (como control) resulté en un
peso corporal promedio mas alto, pero la dieta a base de manzana mostré el mismo aumento
de peso corporal. Las dietas reducen la glucosa y los triglicéridos en sangre. Las bacterias
del acido lactico y el recuento de bifidobacterias fueron mas altos en la dieta de harina de

cascara de tuna, aunque la dieta de bagazo de manzana produjo una mejor produccion de
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acidos grasos. Debido a la mayor cantidad de fibra insoluble, la harina de bagazo de manzana
y la harina de céascara de tuna dieron como resultado més carbohidratos no digestibles. La
harina de bagazo de manzana mostro efectos fisioldgicos similares en comparacion con la

inulina y se puede usar como una buena fuente prebidtica”.

Hernandez Alcantara y col. (2016) realizaron una evaluacion de co-productos
agroindustriales como fuente de compuestos bioactivos. El objetivo de este trabajo fue
determinar el contenido de fibra, la capacidad antioxidante y la actividad prebiotica de tres
harinas obtenidas de co-productos (cédscara de platano, cascara de manzana y bagazo de
zanahoria). Los resultados mostraron un mayor contenido total de fibra en el bagazo de
zanahoria y menor en la cascara de manzana. Las harinas de co-productos de frutas son una
fuente de carbono adecuada que aumentaba la tasa de crecimiento especifico con una
reduccidn en el tiempo de duplicacion en comparacion con la glucosa. La actividad prebiética
fue positiva en los tres coproductos, todas las harinas sobrevivieron a pH 1.0 y mostraron

resistencia al acido gastrico simulado durante aproximadamente 60 min.

Diaz Vela y col. (2017) estudiaron la influencia de la fibra de los coproductos
agroindustriales como ingrediente alimentario funcional en la aceptacién, neofobia y
caracteristicas sensoriales de las salchichas cocidas; este estudio obtuvo resultados desde el
punto de vista sensorial, pues siempre es importante conocer la opinion del consumidor, que
es a quien va dirigido el producto, en donde se encontr6 aceptacion hacia los productos que

incluian el co-producto.

Serrano y col. (2017) estudiaron la viabilidad de las bacterias acido lacticas en condiciones
acidas empleando co-productos agroindustriales como prebioticos en la co-encapsulacion de
la matriz de gel ionotropico del alginato. El objetivo de este trabajo fue mejorar la viabilidad
de las bacterias del acido lactico termotolerantes y probioticas, empleando co-productos
agroindustriales como harina de cascara de tuna o harina de bagazo de manzana, ellos
encontraron que un mayor tamafio de microcapsulas se relaciond con una mejor viabilidad y

tiempos mas prolongados que resisten las condiciones acidas.




Un antecedente directo para este trabajo es la tesis de maestria de Maillard (2019) en donde
se caracteriz a la harina de cascara de granada y se realiz6 un producto carnico madurado
debido a que el pH de la harina de la c&scara de granada es muy acido y rompe la emulsion,
es por esto, que en este trabajo se decidié encapsular la harina para poder utilizarlo en un

producto carnico cocido.

2.5 Encapsulacion de ingredientes funcionales

La encapsulacion es un proceso aplicado para proteger, mediante un material de
recubrimiento o material pared, la estabilidad, biodisponibilidad y conservacion de los
componentes bioactivos y asi mismo la viabilidad en microorganismos (Fritzen-Freire y col.,
2012). Para la seleccién de un adecuado material pared se deberan considerar aspectos como
grado alimenticio, costos y propiedades fisicoquimicas como la solubilidad, peso molecular,
transicion vitrea / fusion, cristalinidad, difusividad, formacién de peliculas y propiedades
emulsionantes, biodegradabilidad y capacidad para formar una barrera entre el interior de la
capsulay sus alrededores. Se deberan considerar adicionalmente, las propiedades de la matriz
alimenticia a la cual se incorporaran los encapsulados (Gharsallaoui y col., 2007). Existen
numerosas técnicas como la atomizacién, coacervacién compleja, polimerizacion interfacial
e inclusién molecular, liofilizacion, emulsificacion, liposomas y gelificacion idnica, que son

empleadas para la encapsulacion (Fritzen-Freire y col., 2012).

Los materiales de recubrimiento mas empleados en la encapsulacion de bioactivos son los
lipidos, polisacéridos (almidon y sus derivados amilosa, amilopectina, dextrinas
maltodextrinas, celulosa y derivados), exudados y extractos de plantas (goma arabiga, goma
tragacanto, goma mezquita, entre otras) carragenatos, alginatos, adicionalmente proteinas
como suero lacteo y proteina aislada de soya. En términos generales, los polisacaridos
presentan una alta facilidad para formar macroparticulas esféricas durante el secado, por lo
que son ampliamente usados (Burgain y col., 2011). Entre los métodos de encapsulacion mas

utilizados tenemos al secado por aspersion y a la gelificacion iénica.




2.5.1 Secado por aspersion

El secado por aspersion es probablemente el método mas econémico y eficaz usado en la
industria para la deshidratacion de materiales liquidos o estabilizacion de microorganismos
para su encapsulacion. El proceso implica la inyeccién del medio a alta velocidad a
temperaturas de hasta 200°C, que luego a través de una boquilla conduce a la formacién de

granulos (Zamoray col., 2006).

Durante el secado por aspersion, las células bacterianas encuentran estrés por calor, ademas
de los otros factores como la exposicion a oxigeno y el estrés osmotico. El efecto del secado
por aspersion en la membrana celular también puede conducir a un aumento de la
permeabilidad de la célula, lo cual puede resultar en la pérdida de componentes intracelulares

en el medio (Meng y col., 2008).

2.5.2 Gelificacion ionotropica

La gelificacién ionotropica es una técnica quimica para encapsular usando alginato,
carragenina, pectina y otras gomas como material de encapsulacién. El principio de esta
técnica se basa en la relacion entre la fase continua y discontinua; asi como el uso de un
emulsionante, un agente tensoactivo y un agente solidificante. Las capsulas obtenidas tienen
un didmetro pequefio, sin embargo, esto dependerd de la variacion de la velocidad de

agitacion y la relacién agua:aceite (Kailasapathy, 2009).

Esta técnica se report6 por primera vez por Calvo y col. (1997) y es una de las técnicas mas
utilizadas para la preparacion de nanoparticulas a partir de derivados de quitosano. Este
método presenta humerosas ventajas, entre ellas podemos citar: el proceso es relativamente
simple y no requiere la adicion de disolventes organicos o procesos drasticos como la
sonicacion, evita el uso de altas temperaturas, ademas se lleva a cabo en un medio acuoso

permitiendo asi la encapsulacion exitosa de moléculas fragiles (Rampino y col., 2013).




3. Justificacion

En la actualidad, diversos estudios cientificos se han centrado en el uso de los subproductos
y coproductos agroindustriales, esto debido a que son una fuente importante de diversos
compuestos funcionales como puede ser la fibra, prebioticos y compuestos antioxidantes por
mencionar algunos. Debido a sus propiedades benéficas, pueden tener aplicacion en diversos
productos que se realizan de manera industrial, como ingredientes funcionales y de esta
obtener un valor agregado, lo anterior hace que el uso de coproductos sea una opcién atractiva
para un nuevo campo de investigacion y aplicaciones en la industria alimentaria o areas
afines.

El uso de prebidticos en alimentos es actualmente una tendencia debido al beneficio a la salud
que estos aportan, la harina de la cascara de granada podria funcionar como un prebiético,
ademas de ser una fuente importante de compuestos antioxidantes, de los cuales es
importante destacar a los polifenoles no extraibles los cuales diversos estudios indican que
tienen una actividad antioxidante mayor a los polifenoles extraibles y que también se sabe
pueden ser un potenciador del efecto prebiotico.

Los alimentos funcionales contienen componentes activos que con un consumo habitual
favorecen la salud de consumidor, es importante considerar que estos componentes son
sensibles a factores tecnoldgicos y ambientales que pueden reducir su viabilidad, estabilidad
y su capacidad funcional, pero existen tecnologias como la encapsulacion, las cuales
permiten mejorar las caracteristicas antes mencionadas al protegerlos mediante un material

de recubrimiento y asegurar sus propiedades funcionales.




4. Objetivos

4.1 Objetivo General
Caracterizacion de los ingredientes funcionales (polifenoles y fibra) presentes en la harina de
cascara de granada y su efecto sobre las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales de un

batido carnico.

4.2 Objetivos Especificos

e Determinar la cantidad de polifenoles extraibles y no extraibles y la actividad
antioxidante de la harina de cascara de granada.

e Cuantificar la cantidad de fibra dietética total presente en la harina cascara de granada.

e Evaluar el efecto prebiotico de la harina de cascara de granada.

e Encapsular la harina de cascara de granada mediante secado por aspersion para evitar que
la emulsion se rompa debido a el pH acido de la harina.

e Evaluar el efecto del encapsulado de la harina de cascara de granada, sobre las

caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales de un batido carnico

6. METODOLOGIA

6.1.1 Material de trabajo

La harina de la cascara de granada se obtuvo moliendo las cascaras de granada obtenidas de
la central de abasto de la ciudad de México, mediante la metodologia descrita por Maillard
(2019).




Este trabajo se dividid en 2 partes, la primera consistio en una caracterizacion fisicoquimica
de la harina de céascara de granada para conocer los ingredientes funcionales presentes en la
harina de cascara de granada (polifenoles, fibra y actividad prebiotica). En la segunda parte,
se realizd una encapsulacion de la harina de cascara de granada para la elaboracion de un
producto carnico cocido. Posteriormente, se evalud su efecto sobre las propiedades
fisicoquimicas y sensoriales del producto carnico. La metodologia realizada se muestra en

las figuras 2y 3.
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Figura 3: Primera parte. Identificacion de ingredientes funcionales
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Figura 4: Segunda parte. Microencapsulado y adicion en un producto carnico cocido.
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6.1 Primera parte.

6.1.2 Cuantificacion de polifenoles (Perfil fendlico)

6.1.2.1 Método de Folin Ciocalteu

La determinacion de polifenoles totales de la harina de céscara de granada se realiz6 por el
método descrito por Singleton y col. (1999) este método mide el contenido total de polifenoles.
El reactivo de Folin-Ciocalteau es una mezcla de molibdato de sodio (25 g), tungstato de sodio
(100 g), acido clorhidrico concentrado (100 mL), &cido fosforico al 85% (50 mL) y agua (700
mL). Esta mezcla bullird por 10 h. Después de esto se agrega sulfato de sodio (150 g) dando

como resultado una solucidn de color amarillo intenso.

Solucion stock de acido gélico a 1000 ppm
Se pes6 1.005 gramos de acido galico y se disolvié en 1 mL de etanol para la disolucion

completa, después se aforo a 1 litro con agua destilada.

Método de extraccion
Se pes6 1 g de la harina y se agregd 10 mL de etanol para la extraccion de los polifenoles, se
dejo en agitacion por 60 min a temperatura ambiente, después se centrifugd por 10 min a 2500

rpm y se recuperd el sobrenadante para hacer la determinacion.

Cuantificacion de Polifenoles totales

La mezcla de reaccion consiste en 500 pL de muestra con 4.5 mL de agua, se agregd 200 pL de
reactivo Folin-Ciocalteu y 500 pL de solucion saturada de Na2CO3, se agitaron los tubos y se
adiciona por ultimo 4.3 mL de agua destilada. Se leyd la absorbancia a 765 nm después de 1 h
de reposo en la oscuridad. El contenido total de polifenoles se calcul6 en equivalentes de acido
galico se interpold con la curva patron de acido galico previamente realizada con la solucion

stock.




6.1.2.2 Método de Vainillina

Preparacion de Reactivos de Trabajo.

Se realizd una optimizacién del método para las extracciones, utilizando una superficie
respuesta que se presenta en el Anexo 1. Se ocup6 la metodologia descrita por Price y col.
(1978). El reactivo de vainillina debe prepararse diariamente a partir de las soluciones descritas.
Una parte de la solucion de vainillina al 1% (vainillina en etanol) se mezcld con una parte de la
solucion de HCI al 8% (HCI en etanol). El reactivo de vainillina de trabajo y la solucion de HCI
al 4% (HCI en etanol) se llevan a 30°C en el bafio de agua antes de comenzar el analisis cada
dia.

Extraccion
Se pes6 exactamente 200 mg de la muestra, y luego se extrajo con 10 ml de metanol absoluto
durante 20 min. en tubos de tapdn de rosca. La mezcla se centrifug6 durante 10 min. a 2500 rpm

y el sobrenadante es el que se utilizo6 en el analisis.

Andlisis de extractos.

1. Se colocaron alicuotas de 1 mL de cada extracto en tubos de cultivo.

2. Los tubos se incubaron en el bafio de agua.

3. Se agregd 5.0 mL del reactivo de vainillina en intervalos de 1 min a un conjunto de muestras
y se agreg6 5.0 mL de solucién de HCI al 4% a intervalos de 1 min al segundo conjunto de
muestras.

4. Las muestras se dejaron en el bafio de agua durante exactamente 20.0 min.

5. Se leyé la absorbancia a 500 nm.

* Debido a que el color continda desarrollandose a medida que pasa el tiempo, no se puede
volver atras y volver a leer ninguna muestra. Se deben mantener los estrictos intervalos de 1 min
para la lectura.

La absorbancia de la pieza bruta se resto de la absorbancia de la muestra correspondiente que

contiene vainillina.




6.1.2.3 Método de Porter

Determinacion de proantocianidinas no extraibles (NEPA)

Se realizd una optimizacién del método para las extracciones, utilizando una superficie
respuesta que se presenta en el Anexo 2.

La muestra (0.5 g) se coloco en un tubo de centrifuga tapado; Se agregd 20 ml de metanol
acido/agua (70:30 v/v, pH = 2) y se agitd a temperatura ambiente durante 1 h. El tubo se
centrifugo a 2500 rpm durante 10 min y el sobrenadante se desechd. Se agrego veinte mililitros
de acetona/agua (70:30 v/v) al residuo, y se repitié la agitacion y la centrifugaciéon (Saura-
Calixto y col., 2007).

Los residuos de estas extracciones se trataron con 10 ml de butanol/HCI (97.5:2.5 v/v) con 0.7
g de FeCI3 a 100°C durante 60 min. El tubo se centrifugd a 2500 rpm durante 10 min. y se
recogié el sobrenadante. Después de dos lavados con 5 ml de butanol, los sobrenadantes se
combinaron y la absorbancia se midié a 555 nm (Porter y col., 1986). Se utiliz6 una curva

estandar para el concentrado de taninos de algarroba.

2.1.2.4 Determinacion de actividad antioxidante (DPPH)

Se empled el método de Brand-Williams y col. (1995). El 1,1-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH™),
es un radical libre estable que presenta una coloracién purpura en medio metandlico, como
consecuencia de la donacion de un electrdn o un proton por un compuesto con poder
antioxidante la tonalidad desaparece. Este procedimiento se llevé a cabo, utilizando 10 pL del
compuesto estudiado y 990 pL de la solucion metanodlica de DPPH™ (20 mg/L). Como referencia
(blanco) se us6 la misma cantidad de DPPH y 10 pL del solvente de la muestra (metanol o
acetona). Luego de 30 min. de reaccion a temperatura ambiente y en la oscuridad, se leyé la
absorbancia a una longitud de onda de 517 nm. Para cada muestra estudiada se calculo el
porcentaje de inhibicion del radical.

abs (517 nm) muestra

% de inhibiciéon (DPPH) = 2bs (517 nm) blanco * 100




6.1.3 Cuantificacion de fibra

Se utilizo el kit para determinar fibra dietética de Sigma DF-1002. Se baso en el método oficial
de prueba del AOAC, 1996 se colocd 1 g de la muestra en un matraz agregando ademas 50 mL
de buffer de fosfatos (pH 6) y 0.1 mL de a-amilasa, cubriendo el matraz con el papel aluminio
y colocandolo en bafio Maria a 95 °C durante 15 min, pasado el tiempo se dejo enfriar a
temperatura ambiente. Posteriormente, se ajustd el pH a 7.5 agregando un aproximado de 10
mL de NaOH (0.275 N), se agregaron 0.1 mL de una solucion de proteasa (50 mg/mL) en buffer
de fosfatos, se tap0 y se incubo en bafio Maria a 60 °C por 30 min; pasado el tiempo se dejo
enfriar a temperatura ambiente. Se ajustd el pH a 4- 4.6 agregando aproximadamente 10 mL de
HCI (0.325 M), después se adiciond 0.1 mL de aminoglucosidasa, se tap6 de nuevo el matraz y
se incub6 a 60 °C por 30 min. Inmediatamente que la solucion se enfriara a temperatura
ambiente, se afiadieron 4 volimenes de etanol al 95% dejandolo reposar toda una noche para
completar la precipitacion. Se filtré y se realizaron tres lavados con 20 mL de etanol a 78% y
dos lavados de 20 mL de etanol al 95%, finalmente se lavé con 20 mL de acetona. Después de
haberse filtrado toda la solucion, las muestras fueron secadas en una estufa a 100 °C hasta lograr

un peso constante, cuantificando el porcentaje de fibra por diferencia de peso.

6.1.4 Actividad prebiédtica

6.2.4 Determinacion de azucares totales

Es necesario determinar la concentracion de azucares totales en la harina de cascara de granada
para las determinaciones posteriores como el de la actividad prebiotica pues de esto dependera
la formulacién del medio de cultivo a utilizar y ser considerado para la fuente de carbono que
se adicionara.

Esta determinacion consiste en hacer reaccionar el azicar con fenol utilizando acido sulfurico

para generar un compuesto colorido.
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Figura 4: Estructura a partir de la reaccion de fructosa con fenol en medio cido.

Se determinG a través de una curva de calibracion de la absorbancia en funcion de la
concentracion para la cual se prepararon soluciones de 10-70 mg/L utilizando glucosa como
estdndar. Como blanco para las lecturas se utilizd agua destilada aplicandole el mismo

tratamiento.

El método de Dubois y col. (1956) describe como procedimiento que, a 2 mL de una solucion
de azUcares, se agregaron 1 mL de una solucién de fenol al 5%; posteriormente, se deben agregar
5 mL de &cido sulfarico concentrado, realizando el procedimiento rapidamente entre cada una
de las adiciones de los reactivos. Se debe asegurar la adicion de los reactivos directamente sobre
el liquido y no por las paredes del tubo. Los tubos de ensayo se dejaron en reposo durante 10
min, seguido de una agitacion durante 30 seg., y su posterior reposo en un bafio de agua a
temperatura ambiente durante 20 min.

Finalmente, la medicion se realizd en el espectrofotdmetro utilizando una longitud de onda de

490 nm. Se interpola el valor de la absorbancia de la curva patron previamente realizada.

Analisis de la actividad prebiotica

La actividad prebidtica de la harina de la cascara de granada se determiné de acuerdo con la
metodologia descrita por Huebner y col. (2007) considerando el crecimiento de bacterias del
acido lactico durante la fermentacion, utilizando la harina de cascara de granada y glucosa como

fuente de carbono, de la siguiente manera:




AN prebiotico .. AN prebiotico
— Entérica
AN glucosa AN glucosa

Actividad prebiotica = BAL

Donde AN= Nt —NO (log de cfu/mL al tiempo final “menos” el log de cfu/mL al tiempo inicial)
para este caso se utilizara como bacteria acido lactica (BAL) a “Lactobacillus rhamnosus gg” y

como bacteria entérica “Escherichia coli”.

6.1.4.3 Fermentacion (Crecimiento bacteriano)
Para poder evaluar la actividad prebiotica fue necesario medir el crecimiento bacteriano, el
crecimiento de las bacterias se determin6 realizando la técnica de cuenta viable en placas de

agar TPY, incubando a 37°C durante 24 h. Se realiz6 cada cuenta por duplicado.




6.2. Segunda parte
En la segunda parte se encapsul6 la harina de cascara de granada mediante secado por aspersion,
con estas capsulas se elaboré un producto carnico cocido, donde se evaluaron sus caracteristicas

fisicoquimicas y sensoriales a los dias 1, 6, 12 y 18. La Evaluacién sensorial se realizé al dia 1.

6.2.1 Microencapsulacion por secado por aspersion

Encapsulacion de la harina

Para el secado por aspersion se utilizé una mezcla de la harina de cascara de granada con goma
ardbiga hidratada (30% w/v) en una proporcion 1:2 se llevo a cabo en el secador con una
temperatura de entrada de 120°C y una temperatura de salida de 80°C a un flujo de entrada al
aspersor de 5.1 mL/min y una presion de 2 bares. Las muestras de polvo se colocan en frascos

previamente esterilizados y se almacenaron a temperatura ambiente hasta su analisis.
6.2.2. Elaboracion del producto carnico cocido
Se realizo la formulacion de acuerdo con la siguiente tabla. Ya pesados los ingredientes se siguio

la metodologia descrita por Guerrero y col. (2002).

Tabla 3: Formulacion para un producto cérnico cocido.

Ingredientes Control (%) Tratamiento 1 (%) Tratamiento 2 (%)
Carne de cerdo 50 50 50

Lardo 15 10 20

Harina 5 5 5

Capsulas 0 5 5

Sal 2 2 2

Fosfatos 0.4 0.4 0.4

Sal cura 0.3 0.3 0.3

Hielo 27.5 27.5 17.5




1. Moler la carne y el lardo empleando un cedazo de 1/8” y 3/8”, respectivamente.

2. Colocar en la picadora (cutter) la carne, el lardo, la sal, sal de cura, la mitad de los fosfatos y
el hielo. Picar durante un min.

3. Detener la cutter y adicionar la otra mitad del hielo y fosfatos. Moler por otro min.

4. Sacar la pasta de la cutter y embutir en fundas de celulosa.

5. Cocer las salchichas en la paila hasta que alcancen una temperatura interna de 72°C
(aproximadamente 15 min.).

6. Enfriar en bafio de hielo, desenfundar, empacar al vacio en porciones de 250 g y mantener a
4°C.

Los andlisis fisicoquimicos se realizaron a los dias 1, 6, 12 y 18, mientras que la evaluacion

sensorial se realiz6 al dia 1.
6.2.3. Parametros fisicoquimicos

6.2.3.1 Rendimiento a la coccion

El rendimiento se determin6 mediante el método reportado por Shand (2000). Se peso6 la muestra
cruda embutida en las fundas de celoféan, la cual se colocé en un bafio de agua hasta alcanzar
72°C en el centro. Se retird la muestra del bafio de agua caliente, se dejo enfriar y se peso. El
rendimiento a la coccion se calcul6 sobre la diferencia en porcentaje de peso de la muestra antes

y después de la coccion.

Peso Final

% Rendimiento = 100

e ———— 4
Peso Inicial

6.2.3.2 Humedad liberada

Se determind utilizando el Método Oficial 9450.46 de la AOAC (1991). Se pesaron 3 gramos
de muestra y se colocaron en una caja Petri de vidrio a peso constante, colocandolos en una
estufa a 120°C durante 24 h. Transcurrido el tiempo se sacaron las cajas Petri y se colocaron en
un desecador por 20 min. para enfriar la muestra, se pesoé la caja y la humedad se reporta como
porcentaje de peso perdido respecto al peso inicial de la muestra.

Peso Final
00)

% Humedad = 100 — (m X
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6.2.3.3 Humedad Exprimible

Se determiné por el método descrito por Jauregui y col. (1981). Dos filtros Whatman de 5.5 cm
de diametro, se doblaron de forma para caber dentro de un tubo de centrifuga. Se colocaron 3 g
de muestra entre los filtros y se centrifuga a 2400 g por 15 min. Se pes6 la muestra y la humedad
exprimible se reporta como % de peso perdido

Peso Final

% GLC = 100

I E——— 4
Peso Inicial

6.2.3.4 Grasa liberada durante la coccion

La grasa liberada durante la coccién se determin6 por el método descrito por Ramos y Farias
(2001). Se pesaron los vasos de precipitado antes de someter las muestras al calentamiento. Se
retiraron las muestras de los vasos, dejando evaporar el agua hasta que solo quedd la grasa al
fondo del vaso, se dejé enfriar y se pesaron los vasos con la grasa liberada. La grasa liberada se
cuantificé como el porcentaje en peso de la grasa liberada durante la coccion.

Peso Final

% de grasa liberada en coccion = 100

P ———— 4
Peso Inicial

6.2.3.5 Actividad de agua
Se determiné utilizando un medidor Decagon AqualLab CX-2, a una temperatura de 24 + 1 °C.
Se tomaron de 10 a 15 gramos de muestra y se colocaron en un portamuestra, se ajusto el equipo

y se obtuvo la medida después de 5 min. aproximadamente.

6.2.3.6 Determinacion del pH
Se determin utilizando un potenciémetro de carne HI99163 marca HANNA, a una muestra de
30 g se le introducia el electrodo del potenciémetro, hasta que se estabilizaba la lectura, las

lecturas se hicieron por triplicado.

6.2.3.7 Color
La evaluacion de color se realizd con un colorimetro Hunter Lab (Chroma Meter CR-
200,80025393 Tokio, Japon) modelo D25-PC2, por el método descrito por Little (1975) en el

sistema Lab. En vasos de precipitado de 50 mL se adiciond la muestra completamente triturada
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cubriendo el fondo del vaso sin pasar luz, las muestras se leyeron por cuadruplicado, rotando el
portamuestras 90° en cada lectura. El sistema Lab consiste en componentes de luminosidad (L)
de rangos de 0 a 100 en donde la luminosidad va del negro al blanco, con los dos componentes
cromaticos (a* y b*) de -120 a +120: donde el componente a va de verde a rojo y el componente
b va de azul a amarillo (Fig. 5).

White L=100

‘ Yellow +b

Black L=0

Figura 5: Componentes del sistema Hunter lab

6.2.3.8 Analisis del perfil de textura

Se determiné mediante el método reportado por Bourne (1978). Las muestras se evaluaron en
un Analizador de Textura TA-XT2 (Texture Technologies Corporation, Scardale, Nueva York,
EUA) acoplado al programa Textura Expert v1.2 (Stable Micro Sistem, Ltd, Surrey, Reino
Unido) se equip6 con una celda de 5 kg y una sonda de acrilico de 25 mm. Las muestras se
cortaron en 20 mm de longitud por triplicado, se colocaron en el eje del centro del texturometro,
comprimiendo la muestra un 50% de su altura original en dos ciclos consecutivos. La velocidad
del cabezal sera de 5 mm/s y 5 seg. de espera para comenzar el segundo ciclo. El analisis de
Perfil de Textura se calcul6 con el Software de Ensayos MetroTEST, que simula la masticacion
con la mandibula y ayuda a medir y cuantificar pardmetros como: Dureza, Elasticidad,
Cohesividad y Adhesividad, que se relacionan a su vez con variables como la tasa de

deformacion aplicada y la composicion del producto.




6.2.3.9 Rancidez oxidativa (TBA)

Se determiné por el método descrito por Zipser y Watts (1962). Se agreg6 10 g de muestra a 49
mL de agua destilada a 50°C y 1 mL de sulfanilamida 0.5% en HCI al 20% (v/v) y se
homogenizo. La mezcla se pasé a un matraz Erlenmeyer de 500 mL con 48 mL de agua destilada
a50°Cy 2 mL de solucion de HCI 1:2 (v/v) y 2 gotas de antiespumante. Se destild hasta obtener
25 mL de destilado, se tomd por triplicado alicuotas de 5 mL y se colocaron en un tubo de
ensaye con tapa. Se agreg6 5 mL de solucion de TBA (0.02M en acido acético glacial al 90%)
y se colocaron en un bafio maria a ebullicién 35 min, se enfriaron y midio la absorbancia a 538

nm.

6.2.4. Analisis Sensorial

Al dia 1 se les realizé una evaluacion sensorial con 30 jueces no entrenados y utilizando una
escala semiestructurada. Se utiliz6 una prueba de aceptabilidad. Para esta prueba se presento a
los panelistas las tres muestras simultaneas, codificadas con nimeros aleatorios. El panelista
debia calificar las muestras en una escala hedonica de 5 puntos. Se realizo el analisis estadistico
de comparacion de varianzas (ANOVA) correspondiente. ElI formato empleado para la

evaluacion sensorial se presenta en el Anexo 1.

6.3 Anélisis estadistico

Para el estudio de las mediciones de los parametros de calidad del producto carnico simbidtico
realizado se utiliza el siguiente modelo, que de acuerdo con Montgomery (2006) es:  Yi=u +
ol + €l

Doénde:

Yi= el parametro evaluado al i-ésimo nivel del tipo de producto carnico.

u= es la media global del modelo.

ai= el efecto del tipo de producto carnico, donde i= con capsulas, sin capsulas.

ei= es el error experimental.

Cuando se detectaron diferencias significativas en este analisis, las medias se discriminaron con

la prueba de rangos multiples de Tukey (p<0.05).




7. Resultados

7.1 Primera parte

7.1.1 Polifenoles totales extraibles (Folin-Ciocalteu)

En la Tabla 4 se muestran los resultados de los polifenoles totales extraibles.

Tabla 4: Polifenoles totales extraibles de la harina de cascara de granada.

mg eq de &cido galico/ g de muestra

Polifenoles totales extraibles 177.8+1.8

Existen diversos trabajos donde se reportan valores de polifenoles totales extraibles, por ejemplo
Ribeiroy col. (2008) estudiaron distintas variedades de mango cultivadas en Brasil, encontrando
valores de 82.5 mg eq de &cido galico/ g de muestra, Kim y col. (2010) reportaron valores de
92.6 mg eq de &cido galico/ g de muestra en cascara de mango sin madurar, Avilés y col. (2010)
trabajaron con céascara de “tara (Caesalpinia spinosa)” reportando valores de 84 mg eq de &cido
galico/ g de muestra, Villanueva Tiburcio y col. (2010) encontraron valores de 7.7 mg eq de
acido galico/ g de muestra en cascara de Myrciaria dubia (llamado comUnmente camu-camu, es
un arbusto nativo de la Amazonia), Villamizar Jaimes y Lopez Giraldo (2017) trabajando con
la cascara del cacao reportaron 61 mg eq de acido galico/ g de muestra y Ordofiez Gomez y col.
(2018) reportaron valores de 3.22 y 3.08 para mg eq de acido galico/ g de muestra para harinas

de cascara de mandarina y toronja respectivamente.

Por lo cual, comparando estos datos con los resultados obtenidos en este trabajo, se observa que
la harina de céscara de granada es rica en compuestos fenolicos extraibles y en mayor cantidad
gue otros coproductos estudiados y por lo tanto ofrece amplias posibilidades de aplicaciones en
alimentos como lo son cérnicos funcionales.

En los alimentos, los polifenoles pueden contribuir al amargor, la astringencia, el color, el sabor,
el olor y la estabilidad oxidativa. Como se menciond, los polifenoles son moléculas capaces de
atrapar los radicales libres generados por nuestro organismo. Por todo lo expuesto
anteriormente, la harina de cascara de granada al ser rica en estos compuestos aportaria grandes
beneficios, como son el efecto antioxidante y la mejora de la microbiota intestinal por el efecto

prebidtico tanto de la fibra por si sola como potenciada por accion de los polifenoles.




7.1.2. Taninos condensados (Vainillina)

Se realiz6 la optimizacion del método (Anexo 1) para obtener los valores dptimos para llevar a
cabo el experimento.

Los valores 6ptimos de los factores encontrados fueron:

Temperatura de extraccion 60°C, temperatura de reaccion 60°C y tiempo de reaccion 20 min.

En la tabla 5 se muestra la cuantificacion de los taninos condensados extraibles.

Tabla 5: Taninos condensados de la harina de cascara de granada.

mg eq de catequina/ g de muestra

Taninos condensados 134 +2.2

Es importante mencionar que hay muy pocos trabajos que cuantifiquen los taninos condensados
en coproductos agroindustriales, sin embargo, podemos citar los trabajos de Scull y Savon
(2003) los cuales trabajaron con forraje de Vigna unguiculata reportando valores de 30 mg eq
de catequina/ g de muestra, Zapata y col. (2013) trabajaron con guayaba agria y encontraron
valores de 92 mg eq de catequina/ g de muestra, Pefialoza y Rojano (2014) analizaron una
mezcla de frutas colombianas obteniendo como resultado 850 mg eq de catequina/ g de muestra
y Alarcén y col. (2016) donde trabajaron con cascara de nueces encontrando valores de taninos
condensados de 135 mg eq de catequina/ g de muestra, Robles Botero y col. (2020) trabajaron

con cascara de tejocote y reportaron valores de 60.3 mg eq de catequina/ g de muestra.

Observando los resultados obtenidos y comparandolos con los de otros autores, podemos
considerar que nuestra harina de cascara de granada tiene cantidades importantes de estos
fitocompuestos. La importancia de esto, es que los taninos son potentes antioxidantes y se le
reconoce cierta actividad anticancerigena, antidiabética y antioxidante aunque la mayoria de
estos estudios, aun se encuentra en modelos experimentales in vitro, por lo cual seria de gran
interés elaborar productos funcionales con ingredientes que sean ricos en estos compuestos
biofuncionales como la harina de cascara de granada, pero es importante mencionar una
desventaja que presentan estos compuestos y es que son escasamente absorbidos en el intestino

y son considerados factores antinutricionales debido a que tienen la habilidad de precipitar




proteinas e inhibir enzimas del intestino (Blasay col., 2010). Por lo que seria interesante realizar

pruebas para conocer cual seria el efecto real una vez adicionada la harina a un producto cérnico.

Se ha descrito que los compuestos fenolicos como los procianidinas (taninos condensados)
tienen propiedades antioxidantes, secuestradoras de radicales libres, antiinflamatorias,
vasorelajantes e hipolipidémicas, ademas de poseer propiedades antimicrobianas (Gundogdu y
col., 2014). El color principal de los taninos oscila entre el blanco amarillento y el pardo claro
y contribuye a la astringencia de los alimentos (Agostini y col., 2004), en parte esto explica el
fuerte color café (pardo) de la harina de cascara de granada y el sabor astringente que también

presentaba.

7.1.3 Proantocianidinas no extraibles (Porter)
Una vez obtenidas las optimizaciones (Anexo 3) de las extracciones tuvimos las siguientes
condiciones:
e Extraccion metanolica:
relacion metanol: agua de 90:10
temperatura de reaccion de 60°C
tiempo de reaccion: 50 min.
e Extraccion acetdnica.
relacién acetona: agua de 77:23
temperatura de reaccion de 60°C

tiempo de reaccion: 57 min.

En la tabla 6 se muestran los resultados de las proantocianidinas no extraibles.

Tabla 6: proantocianidinas no extraibles de la harina de cascara de granada.

mg / g de muestra

proantocianidinas no extraibles 106.8 £ 3.5




Sayago y Goiii (2010) reportaron valores de 38.3 mg de proantocianidinas / g de muestra en
andlisis realizados en flor de Jamaica, por su parte Huaman (2014) report6 valores de 66 mg de
proantocianidinas/ g de muestra en harina de semilla de aguacate, Pérez Jiménez y col. (2013)
reportaron valores de proantocianidinas no extraibles para manzana, platano y arandano de 43

mg, 115 mg y 168 mg de proantocianidinas / g de muestra.

De igual manera, estos compuestos han sido poco analizados en frutas o harina de coproductos,
pero en comparacion con los trabajos realizados se observa que la harina de cascara de granada
es superior en el contenido de estos compuestos en casi todos los coproductos analizados, por
lo que podemos decir, que es una fuente importante de polifenoles no extraibles, lo cual es
alentador para la investigacion puesto que los Polifenoles no extraibles (PNE) incluyendo
polifenoles hidrolizables (PH) y proantocianidinas no extraibles (PANE), representan la mayor
parte de polifenoles en la dieta y pueden llegar intactos hasta el tracto gastrointestinal donde la
microbiota comenzara la fermentacion. Ademas, los PNE son compuestos bioactivos que
contribuyen al aumento del estatus antioxidante en el intestino humano y son degradados por la
microflora colénica produciéndose metabolitos biodisponibles (urolitina, acido fenilacético,

acido fenilpropionico) (Arranz y col., 2009).

Los polifenoles no extraibles son compuestos con un peso molecular elevado (5000 unidades o
mayores) o polifenoles de bajo peso molecular unidos a los componentes de la matriz de la fibra
dietética o a proteinas que se encuentran en los residuos de dicha extraccion acuoso-organica
pero también pueden quedar atrapados en la matriz vegetal inaccesibles a los disolventes (Bravo
y col., 1994).

Las enzimas del sistema digestivo no pueden hidrolizar estos compuestos, lo que significa que
viajan casi intactos a traves de todo el sistema digestivo, incluyendo el colon. El hecho de que
la fibra no sea digerida por el cuerpo es una de las razones por las que es tan benefica para la
salud (International Food Information Council, 2008) y se cree que los compuestos fendlicos no

extraibles tienen mayor actividad biofuncional que los compuestos extraibles.




7.1.4 Actividad antioxidante (DPPH)
Laactividad antioxidante es la capacidad de un compuesto para prevenir o retrasar algun proceso
de degradacion oxidativa reaccionando con radicales libres y especies reactivas de oxigeno o

mediante la quelacion de metales (Ozsoy y col. 2009).

Para poder conocer el efecto antioxidante de algunos polifenoles se utiliz6 el método descrito
por Brand-Williams y col. (1995), que evalla la capacidad captadora de radicales libres por
parte de los compuestos antioxidantes. De las extracciones realizadas para el método de Porter,
se utilizaron los residuos tanto metandlicos como acetonicos siendo la diferencia el tipo de
polifenoles presentes, por ejemplo, en los residuos metanolicos se espera que se encuentren la
mayoria de los polifenoles extraibles polares como flavonoides y en los residuos acetonicos
esperamos encontrar polifenoles extraibles, pero poco hidroxilados como los taninos. Después
de realizar la extraccion y evaluar la actividad antioxidante mediante el porcentaje de inhibicion
del radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) y se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla
7).

Tabla 7: Actividad antioxidante de la harina de c&scara de granada.

Extracto metanélico Extracto acetonico

Inhibicion del radical (%) | 85.9+0.8 447+ 1.7

Villanueva Tiburcio y col. (2010) reportaron valores de aproximadamente 82% de inhibicién
del radical DPPH trabajando con cascara de Myrciaria dubia. Abou-Elella & Ali (2014)
trabajaron con cascara de nopal originario de Egipto (Opuntia ficus-indica), trabajando de igual
manera con extracciones metanol: agua y acetona: agua obteniendo como resultado 87% y 36%
de inhibicion del radical DPPH respectivamente, como podemos observar, la mayor actividad
antioxidante tomando como referencia la inhibicion del radical DPPH se da en los extractos
metanolicos, siendo superior al 80% mientras que en los extractos aceténicos no se supera el 50
%, esto lo podemos explicar debido a que las actividades de eliminacion de radicales libres de
los extractos dependen de la capacidad de los compuestos antioxidantes para perder hidrogeno

y la conformacién estructural de estos componentes (Abou-Elella & Ali, 2014).




Entonces considerando que las extracciones metanélicas dan mejores rendimientos comparados
con las que ocupan acetona, podemos decir, que nuestra harina de cascara de granada es rica en
polifenoles extraibles del tipo polar como los flavonoides y que presentan una alta inhibicion
del radical DPPH, por lo cual se espera que al ser afiadido a un producto pueda aportar esta

biofuncionalidad.

7.1.5 Determinacion de fibra

Hay estudios que sugieren, que gran parte de los compuestos bioactivos como lo es la fibra, se
encuentran en las cascaras de los frutos, por encima de los reportados en la pulpa o la semilla
de estos, en parte, esto se debe a la composicidén quimica de la pared celular de estos tejidos

(Leontowickz y col., 2007). En la Tabla 8 se muestran los resultados de fibra obtenidos.

Tabla 8: Fibra dietética total, fibra soluble y fibra insoluble de la harina de céscara de granada

Fibra Total (%) Soluble (%) Insoluble (%0)
Harina de céscara de granada 33+25 5.8 27.2
oY la desviacion estandar?

Se puede observar en los resultados que la harina de cascara de granada posee una gran cantidad
de fibra siendo mayor el porcentaje de fibra insoluble que la soluble. Algunos estudios han
reportado valores de: 26.1 para el subproducto del arandano (Julia, 2017); 33.62 para el bagazo
de zanahoria, 44.02 en cascaras de mango (Chavez-Zepeda y col., 2009). Viuda-Martos y col.
(2012) reportaron un valor de fibra dietética mayor para la cascara de granada. (72.6%) algo que

se puede atribuir a la variacion misma del fruto debido a la variedad, clima, madurez, etc.

Ademas, es importante conocer la composicion de la fibra dietética en la harina de cascara de
granada pues cada una de ellas promueve beneficios especificos al consumidor. La fibra soluble
como su nombre lo dice se puede disolver en agua. De hecho, puede absorber agua y, al hacerlo,
forma una especie de gel. Estas fibras son escasamente degradadas por la accion de las bacterias
colonicas, por lo que se excretan practicamente integras por las heces por este motivo y por su

capacidad para retener agua, aumentan la motilidad gastrointestinal y el peso seco de las heces.




El consumo de fibra soluble incrementa la sensacion de saciedad, puede ayudar a disminuir los
niveles de colesterol LDL en la sangre (de lipoproteinas de baja densidad, conocido también

como el “colesterol malo”) (Garcia, 2004).

La otra para de la fibra dietética es la fibra insoluble que como su nombre lo indica, no se
disuelve en agua, capta poco el agua, es poco fermentable por la microbiota intestinal, como
funciones fisiologicas se sabe que disminuye la viscosidad del bolo alimenticio y el tiempo de
transito intestinal. Este tipo de fibra es muy util en la prevencion del estrefiimiento, por otra
parte, también contribuye a disminuir la concentracion y el tiempo de contacto de potenciales

carcinogénicos con la mucosa del colon (Hay col., 2000).

Analizando los resultados se puede observar que se encontré mayor cantidad de fibra insoluble
en comparacion a la soluble. Se ha reportado, que los compuestos que permanecen unidos a la
fibra de céascara de granada corresponden a taninos hidrolizables, como punicalagina,
punicalina, pedunculagina, entre otros compuestos fendlicos, como &cido elagico, acido gélico,

rutina y quercetina (Middha y col., 2013).

Los compuestos fendlicos se encuentran unidos a polisacéaridos por interacciones hidrofébicas
y enlaces covalentes, haciendo necesaria la hidrolisis para su extraccion. Hay compuestos se
caracterizan por ser moléculas de gran tamafio que no pueden ser digeridas por las enzimas
digestivas del tracto gastrointestinal alto, alcanzando el intestino grueso donde son degradados
por la microflora bacteriana, principalmente por las Bifidobacterias y Lactobacilos, generando
de esta forma una biomasa bacteriana saludable y un pH dptimo (Saura-Calixto y col., 2007;
Roberfroid, 2005).




7.1.6 Azucares solubles totales
Para el disefio de medios de cultivo, es importante tener en cuenta los requerimientos
nutricionales de los microorganismos mediante la adicién de los nutrientes en la forma y la
proporcion adecuadas. Las fuentes de carbono méas empleadas son los alcoholes y los hidratos
de carbono, fundamentalmente mono y disacéaridos (Singleton y col., 2002). Los resultados de
azucares totales se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9: Azucares solubles totales de la harina de cascara de granada

%

Azucares solubles totales 18.00+ 1.2

Para poder hacer nuestro medio de cultivo utilizando la harina de cascara de granada, se debia
de substituir la glucosa que es la fuente de azlcar, por lo que, para poder sustituir 1 g de glucosa,
se tuvieron que emplear 5.55 g de harina de céscara de granada.

Los valores encontrados de azUcares totales son similares a varios estudios: Giraldo y col. (2007)
reportaron valores de 15.4% en cascara de mango (Mangifera indica L.), Santamaria Basulto y
col. (2009) con papaya maradol, reportaron 8% de azucares solubles en la cascara, Diaz Velay
col. (2013) reportaron valores de 18.13% y 17.6% para cascara de tuna y pifia respectivamente

y Rodriguez Luna y col (2019) trabajando con cascara de melon encontraron 8.7%.

7.1.7 Actividad Prebiotica

La medicion de la actividad prebidtica nos permite conocer la afinidad y efectividad del sustrato
de interés, con diversos microorganismos benéficos como las bacterias lacticas con respecto a
baterias patdgenas, estos métodos de analisis proporcionan indices que reflejan la capacidad
relativa de un prebiotico dado, para producir efectos especificos, y se basan en la medicion de
poblaciones microbianas, tasas de crecimiento, asimilacion de sustrato y / o produccion de

acidos grasos de cadena corta (Huebner y col., 2007).

La actividad prebiotica estd estrechamente relacionada con la estimulacion selectiva del

crecimiento de baterias beneficiosas para la salud respecto a las patégenas (Gibson &




Roberfroid, 1995). Una actividad prebidtica positiva va a depender de que las fibras lleguen al
colon sin ser absorbidas, digeridas en el tracto intestinal superior para poder realizar su
fermentacion en el colon produciendo acidos grasos de cadena corta favorables para la salud
(Bernal Castro y col., 2019). La Tabla 10 muestra la actividad prebiotica obtenida utilizando la

harina de céascara de granada.

Tabla 10.- Actividad prebiotica de la harina de cascara de granada utilizando 2 microorganismos

patogenos: E. coli y Salmonella

Actividad
L. rhamnosus GG o
Prebiotica
vs. E. coli 0.42
vs. Salmonella sp. -0.13

Cuanto mas alto es el valor de la actividad prebidtica mayor es el crecimiento de las bacterias
probioticas y menor el de las bacterias patgenas, esto indica un mayor y mas selectivo uso de
los prebidticos por parte del microorganismo probidtico y un uso limitado por parte del
microorganismo patogeno. Sin embargo, un valor negativo, no significa que no tenga actividad
prebidtica, sino mas bien que como los prebidticos son especificos, tal vez no funcione con ese
microorganismo (Huebner, 2007). Nuestros resultados nos indicaron que existe una actividad

prebidtica con E. coli, sin embargo, no existe actividad prebidtica utilizando Salmonella spp.

Diaz-Vela y col. (2013) reportaron valores de 0.33 y 0.32 para la cascara de tuna y de pifia
respectivamente utilizando a Pediococcus pentosaceus UAM22. Hernandez Alcantara y col.
(2016) reportaron para la cascara de manzana valores de 0.42 y 0.43 utilizando P. pentosaceus
y para el bagazo de zanahoria reportaron valores de 0.38 y 0.40 utilizando P. pentosaceus y L.
rhamnosus respectivamente, sin embargo, no encontraron actividad crecimiento cuando se

utiliz6 cascara de platano.

Huebner y col. (2007) utilizando prebioticos comerciales como inulina y raftilosa reportaron

valores de 1.17 y 0.99 respectivamente. Esto se puede explicar por la composicion de la fibra




encontrada en la harina de cascara de granada. La inulina es un prebidtico comercial que
contiene 98% de fibra soluble, al contrario, nuestra harina solo contiene 5.8% de fibra soluble y
27.2 de fibra insoluble, sin embargo, se ha comprobado (Diaz-Vela y col., 2012 y Parra-
Matadamas y col., 2015) que las bacterias lacticas pueden crecer con este tipo de fibras debido
a que producen un crecimiento dialxico que es un tipo crecimiento microbiano biféasico, que
tiene lugar cuando hay presentes dos sustratos diferentes que pueden ser utilizados como fuente
de carbono. En este tipo de crecimiento microbiano se observa una curva de crecimiento bifasica
debido a la utilizacion secuencial distintas fuentes de carbono. EI metabolismo del organismo
es selectivo para uno de los sustratos (se usa la fuente de carbono que permite un crecimiento

mas rapido) y cuando la agota, comienza a metabolizar el otro (Monod, 1947).




7.2 Segunda parte

7.2.1. Parametros fisicoquimicos

Rendimiento, Humedad Exprimible, Humedad Liberada y Grasa Liberada.

En la Tabla 11 se muestran los resultados de rendimiento, humedad exprimible, humedad y
grasa liberada. No existio diferencia significativa entre tratamientos en cuanto a rendimiento, es
importante mencionar que todos los valores fueron cercanos al 100%, los datos obtenidos nos
indicaron que no hubo pérdida de peso debido a la coccidn y esto se podria explicar porque la
harina de cascara de granada presenta buena retencion de agua por su alto contenido de fibra
aproximadamente 40% (Maillard Berdeja y col., 2019). Becerril Ibarray col. (2019) utilizaron
harina de garbanzo para la elaboracion de salchichas, ellos obtuvieron resultados de 97% en
promedio de rendimiento, por lo cual se podria decir que la harina encapsulada de céascara de
granada tiene una capacidad de retencion de agua igual a la del garbanzo a pesar de que el

garbanzo tiene mayor cantidad de almidén.




Tabla 11.- Parametros de las salchichas adicionadas con harina de céscara de granada

encapsulada.

Dia Parametro Control Tratamiento 1 Tratamiento 2
1 Rendimiento (%) 102.002 101.60 2 100.73 2

1 Humedad Exprimible | 10.02+5.3 %4 | 13.26+3.6 #A 9.70+6.2 & A
6 %) 12.11#5.1%~ | 17.63+3.3%8 18.72+6.0 * B
12 16.1145.1 %8 | 22.65+3.1%°C 22.1745.6 %C
18 23.10#5.2%C | 17.48+3.4%B 25.16+4.02P
1 Humedad Liberada | 8.08+0.54 %A | 10.70+0.22*A | 7.10+0.33 ™A
6 ©6) 8.05+0.23 > A | 10.75+0.33 @A | 7.18+0.24 > A
12 8.75+0.18 #»A | 10.65+0.12*A | 7.40+0.12 >4
18 8.10+0.36 #>A | 11.10+0.18 *A | 7.48+0.16 >~
1 Grasa Liberada (%) | 0.07+0.04 #>A | 0.07+0.03 > A 0.17+1.05 %A
6 0.07+0.01 #>A 1 0.07+0.03 A 0.27+0.03 & A
12 0.04+0.03 ¥ A | 0.03+0.04 > A 0.78+0.03 ¢4
18 0.04+0.03 @A 1 0.08+0.03 > A 2.11+0.03 & A

Los valores presentados son los promedios + desviaciones estandar. Letras diferentes indican

diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (P<0.05).

Para la humedad exprimible y liberada ambos experimentos permitieron conocer la cantidad de
agua que se pierde debido a la fuerza centrifuga y la coccién respectivamente, en la humedad
exprimible no se encontr6 diferencia significativa entre los tratamientos y el control, en este
caso, al tratarse de una fuerza centrifuga la pérdida de humedad se ve afectada por la capacidad
que tenga el producto por atrapar el agua y como se explico para el pardmetro de rendimiento,
la harina de cascara de granada tiene buena retencidn de agua. Pérez Chabela y col. (2013) y
Barragan-Martinez y col. (2020) reportaron valores promedio de humedad exprimible de 22%
y 20% respectivamente, cabe mencionar, que ellos utilizaron harina de cascara de tuna y
bacterias probidticas respectivamente, por lo cual se puede decir que salchichas elaboradas solo

con harina de coproductos tendran una mejor retencion de agua; con respecto a la humedad




liberada, si se encontraron diferencia entre tratamientos pero no con respecto al control, siendo
el tratamiento 2 el que menor cantidad de humedad perdio esto se puede explicar debido a la
formulacién ya que contenia menor cantidad de agua (hielo) y mayor cantidad de grasa (lardo)
por lo cual se espera que sea menor el porcentaje de agua que se pierde, Hernandez Garcia y
Guemes Vera (2010) realizaron salchichas con harina de céscara de naranja al 2% encontrando
pérdidas de humedad entre un 20 y 40% dependiente de la cantidad de harina agregada, lo cual
nos hace pensar, que la harina de cascara de granada tiene mejor capacidad de retencion de agua
comparada con las otras harinas de coproductos. Con respecto a la grasa liberada, en la tabla 2
se observa que, si hay diferencia significativa entre los tratamientos, pero no con respecto al
control, siendo el tratamiento mas efectivo el 1 pues es donde presenté menor porcentaje de
pérdidas, esto se puede explicar por la formulacion, ya que el tratamiento 2 tenia mayor cantidad
de grasa (lardo) por lo cual era de esperarse que fueran mayores las pérdidas por la coccion.
Becerril Ibarray col. (2019) utilizando harina de garbanzo al 20% reportaron valores de pérdida
de la coccion del 26% lo que hace suponer, que utilizando harina de céascara de granada

encapsulada se forma una mejor emulsion ya que evita que se pierda tanta grasa en la coccion.

Actividad de agua (Aw) y pH

La tabla 12 nos muestra los valores obtenidos en lo referente a la actividad de agua (Aw)
mostrando que no hay diferencia significativa entre los tratamientos y el control, Gutiérrez-
Pacheco (2015) utilizando harina de céscara de granada y jugo reportd valores de 0.95;
Hernandez Garcia y col. (2018) que utilizaron flor de Jamaica al 5% obtuvieron valores de 0.98
, por lo cual se puede ver que los valores son similares para las diferentes harinas de coproductos.
La Aw es un parametro importante para conocer la estabilidad del alimento por el posible
desarrollo de organismos. ElI pH obtenido en los diferentes tratamientos resulta ser
significativamente diferente, como se observa en la tabla 12, siendo el valor mas alto para el
control y el méas bajo para el tratamiento 2, esto se debe a la adicion de la harina de céscara de
granada, ya que es una harina acida y a pesar de estar encapsulada, logra bajar el pH del
producto, pero sin llegar al punto de romper la emulsion. Existen varios estudios: Ocampo
Olalde y col. (2015) quienes realizaron salchichas con harina de cascara de tuna al 5%;

Hernandez Garcia y col. (2018) utilizando flor de Jamaica al 5% y Araya Quesada y col. (2014)




que trabajaron con harina de garbanzo al 15%; reportaron valores promedio de 6.0, 4.61 y 6.07
para el pH de la salchicha, en donde se puede ver que el pH de una salchicha es por arriba de
6.0, pero dependiendo de la naturaleza de la harina del coproducto que se utilice, puede bajar
este valor y es algo con lo cual tener cuidado, pues se podria llegar a tener problemas con la
formacion de la emulsion debido al pH muy bajo. La harina de céscara de granada presenta un
pH aproximado de 4.8.

Tabla 12.- Aw y pH de salchichas adicionadas con harina de cascara de granada encapsulada.

Dia Parametro Control Tratamiento 1 Tratamiento 2
1 Aw 0.98+0.006 #”  0.97+0.007 *A  0.96+0.005 &4
6 0.98+0.004 A  0.9840.004 *A  0.96+0.004 A
12 0.97+0.003 A 0.97+0.003*A  0.97+0.003 4
18 0.97+0.003 A  0.97+0.004 *A  0.96+0.005 &4
1 pH 5.94+0.11*A  5.77+0.09 > A 5.56+0.12 ¢4
6 6.08+0.05%A  5.80+0.03 >4 5.70+0.10 ¢ B
12 6.15+0.07 *A  5.92+0.05 %A 5.76+0.04 ¢ B
18 6.20+0.03%8  5.96+0.05 ™A 5.89+0.06 ¢ P

Los valores presentados son los promedios + desviaciones estdndar. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (P<0.05).

7.2.1.7 Rancidez oxidativa (TBA)

En la tabla 13 se observa para el caso de la rancidez oxidativa que no hay diferencia significativa
entre los tratamientos, pero si con respecto al control, esto es ldgico pues la harina de cascara
de granada tiene funcién como antioxidante debido a su alto contenido de polifenoles tanto
extraibles como no extraibles, es por lo que, los valores son menores en estos casos a pesar de
que el tratamiento dos tiene mayor cantidad de grasa que puede ser oxidada. Algunos autores
(De la Vega Martinez y Michel Lopez, 2012; Barragan-Martinez y col., 2020) que trabajaron
con harinas de cascara de ciruela al 5% y bagazo de manzana al 5%, respectivamente, reportaron
valores de 0.32 mg/g, 0.40 mg/g, y 0.60 mg/g en promedio respectivamente, por lo cual se puede
pensar, que la harina de cascara de granada encapsulada tiene actividad antioxidante similar a
la harina de cascara de naranja, pifia o de tuna, pues los valores se encuentran por debajo de 1

mg malonaldehido/g de muestra, lo que nos indica productos “frescos”. Los valores van




aumentando légicamente pues el producto se va oxidando conforme pasan los dias, aunque para
el caso de los que contienen harina de céscara de granada se puede hablar de productos frescos
aun después de aproximadamente 20 dias en refrigeracion (esto considerando el limite

recomendado de mg de malonaldehido/ g de muestra).

Tabla 13.- Rancidez oxidativa de las salchichas adicionadas con harina de cascara de granada

encapsulada.

1 Rancidez Oxidativa 0.71+0.36*”  0.41+0.07 >A 0.44+0.21°A
(mg malonaldehido/

6 g muestra) 0.98+0.22*A  0.50+0.12>#  0.64+0.18" "

12 1.17+0.25%B  0.46+0.12°> 4 0.85+0.15 ¢

18 1.55+0.18*B  0.57+0.18 B-A 0.95+0.12 €

Los valores presentados son los promedios + desviaciones estandar. Letras diferentes indican

diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (P<0.05).

7.2.1.8 Color

La tabla 14 nos muestra los datos obtenidos de color en sus tres coordenadas y como se observa
no hay diferencia significativa para los valores de L* (luminosidad) entre los tratamientos pero
si entre ellos y el control, esto se le atribuye a que la adicion de la harina que por si sola tiene
un color muy naranja, causé un aspecto mas obscuro en el producto en comparacién con el
control, en el caso de los valores de a* (tonalidad roja) no muestran diferencia significativa entre
los tratamientos y el control, lo cual nos habla que la harina de cascara de granada no tiene
efecto sobre este parametro del color, con respecto al parametro b* (tonalidad amarilla) no se
encontro diferencia significativa entre los tratamientos, pero si con respecto al control, siendo
mas altos los valores para los tratamientos lo cual se considera Idgico, pues al contener la harina
de cascara de granada se espera que por el alto contenido de polifenoles le hayan aportado ese
color caracteristico al producto, algo que no se percibe en el control realizado.

Gutiérrez Pacheco (2015) adicion0 jugo y cascara de granada a salchichas de cerdo reportando
valores promedios de 71 para L*, 8.8 para a* y de 21 para b*; Ocampo Olalde y col. (2015)

reportaron valores de 62 para L*, 2 para a* y de 18.8 para b*; Pinzon Zarate y col. (2015)




elaboraron salchichas con extracto oleoso de chontaduro (fruta colombiana) al 20% encontrando
valores de 79 para L*, 6.2 para a* y 10.4 para b*. Las diferencias encontradas se pueden atribuir
a que en este estudio se utilizé el jugo ademas de la cascara de granada y que al igual que la
cascara de tuna tiene alto contenido de carotenos los cuales aportan colores tanto rojos como

amarillos por lo cual es normal que varien los pardmetros a* y b*.

Tabla 14.- Color de las salchichas adicionadas con harina de cascara de granada encapsulada.

Dia Parametro Control Tratamiento 1 Tratamiento 2
1 L* 70.86+1.42 A 59.74+1.19%A  59.99+0.42 b A
6 71.16+1.22A  60.27+1.232A  60.12+0.55 A
12 70.13+1.16 A 59.661.12 > A 60.00+1.05 P A
18 71.61+1.17%A 59.86+1.16 >~ | 59.93+0.68 ™A
1 a* 5.2240.54%A | 4.82+0.75%A 5.08+0.49 & A
6 5.0240.49 %A | 4.76+0.70 A 4.89+0.55 & A
12 4.73+0-45%A  4.97+0.78 A 5.14+0.44 & A
18 477+056 2~ | 4.92+0.62 A 5.43+0.42 & A
1 b* 13.83+0.71 >~ 28.68+456*”  31.61+5.1&A
6 12.63+0.342A  28.83+3.34&A  32.08+3.87 A
12 12.80+0.81"A 30.63+2.89 2~  31.26+4.88 A
18 12.78+0.67 >A | 28.03+2.443A  31.91+2.78 A

Los valores presentados son los promedios + desviaciones estandar. Letras diferentes indican

diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (P<0.05).




7.2.1.9 Andlisis del perfil de textura

En la tabla 15 se presentan los valores de los parametros de textura obtenidos, para el caso de la
dureza, no se observa diferencia significativa entre los tratamientos y el control, por lo cual se
puede decir que la adicion de la harina no afecta esta propiedad por lo tanto la harina no hace
un producto mas duro, diversos autores, Hernandez Garcia y Gliemes Vera (2010) reportaron
valores de entre 16 N y 11 N respectivamente para la dureza de salchichas adicionadas con
cascara de naranja, por lo que se cree, que la harina de cascara de granada favorece productos
menos duros que con otras harinas de coproductos. En cuanto a la adhesividad, se puede
observar que hay diferencia significativa solo entre el tratamiento 1y el control, siendo el valor
mas alto para el tratamiento 1, lo cual da indicios que la adicidn de harina de cascara de granada
en combinacién con cierta cantidad de carne y grasa hace que la adhesion del producto sea
mayor. Pérez Chabela y col. (2013), Ocampo Olalde y col. (2015) y reportaron valores de
adhesividad de 0.5y 0.64 los cuales son valores similares a los obtenidos en este trabajo, por lo
que se puede pensar que la adicion de cualquier harina de coproducto provocaria el mismo
efecto. Con respecto a la elasticidad, no se encontrd diferencia significativa entre los
tratamientos y con respecto al control. Para la cohesividad, se encontrd que los valores obtenidos
no presentaron diferencia significativa entre tratamientos y el control, lo cual nos dice que la
harina de céscara de granada se puede utilizar en la elaboracion de productos carnicos en las
concentraciones antes mencionadas sin que haya modificacién en la firmeza de producto. Araya
Quesada y col. (2014) reportaron valores de 0.80 para salchichas con harina de garbanzo por lo
cual presentaron mayor cohesividad que las obtenidas en este trabajo, esto se le puede atribuir
a la alta cantidad de almiddn de la harina de garbanzo, lo que influiria en este parametro. De
manera general se observa que, para los pardmetros medidos para la textura, no hay variaciones
o diferencias considerables, esto se puede atribuir a que no hay pérdida significativa tanto de
humedad como grasa en los productos, por lo cual se puede hablar de una influencia positiva en
la textura del producto por la utilizacion de harina de coproductos en especial la harina de

cascara de granada encapsulada.




Tabla 15.- Textura de las salchichas adicionadas con harina de cascara de granada encapsulada.

Dia Parametro Control Tratamiento 1 Tratamiento 2
1 Dureza (N) 41040.18*A  3.67+0.25%A 3.77+0.25 ¢ A
6 3.77£0.123A | 3.77+0.22 %A 3.70+0.18 A
12 3.74+0.25%A  3,70+0.13*A 3.71+0.17 & A
18 4.00£0.12*A  3.70+0.17 A 3.70+0.12 ¢ A
Adhesividad (Ns) 0.47+0.22 %A 0.67+0.37 A 0.46+0.44 & A

0.46+0.14 ™A | 1.65+0.25%P 1.50+0.38 & B

12 0.42+0.18 >A  1.12+0.28 2B 0.65+0.41 & A
18 0.70+0.06 >~ | 1.23+0.31%¢€ 1.17+0.37 2B
1 Elasticidad (mm) 5.17+2.423%A  6.43+0.97 * A 6.25+0.84 & A
6 512+ 1.21%A 572+1.13%A 4.98+1.05 %A
12 5.17+1.03%4  6.43+0.92 %4 6.25+0.97 & A
18 6.66+0.88 %~ | 6.01+1.02%A 4.75+0.81 ¢ A
Cohesividad 0.71+0.05%A  0.82+0.07 & A 0.75+0.05 ¢ A

0.74+0.02®A | 0.81+0.19 * A 0.75+0.01 &4

12 0.75+0.02%A  0.86+0.23 %A 0.76+0.02 & A
18 0.72+0.08 A | 0.86+0.15%A 0.72+0.06 >~

Los valores presentados son los promedios + desviaciones estandar. Letras diferentes indican

diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (P<0.05).

7.2.2 Andlisis sensorial

Para el andlisis de los resultados de la evaluacion sensorial realizada a los productos carnicos
adicionados con harina de cascara de granada, se puede observar que los jueces no encontraron
diferencia significativa entre los tratamientos 1 y 2 para la aceptacion del color, sabor y dureza
algo que también podemos observar en la tabla 14 y 15 en donde los resultados de dureza en el
analisis de textura nos dicen que no se encontro diferencia entre los tratamientos, por lo tanto se
puede decir que la harina de céascara de granada no influyé de manera significativa en estos
parametros, con respecto a la jugosidad si se detectd diferencia significativa entre los
tratamientos siendo mas aceptado el tratamiento 2 que no presenta diferencia significativa con
el control, esto se puede atribuir a la formulacién ya que contenia mayor cantidad de grasa por

lo cual el producto era mas jugoso. Para el caso de la apariencia general, los datos muestran que




existe diferencia significativa entre los tratamientos, siendo mayor la aceptacién para el
tratamiento 1 que a su vez no presenta diferencia significativa con el control, la apariencia
general trata de englobar todos los atributos del producto que defina el juez, por lo cual se podria
hablar de que, en cuanto a la evaluacion sensorial, el tratamiento 1 resulta ser agradable para los
consumidores. Es importante mencionar que, para la mayoria de los atributos, la media se
mantuvo cercana al punto medio (no me gusta ni disgusta), por lo cual seria importante
considerar algunas modificaciones en la formulacion del producto que mejoren estos aspectos
evaluados como variar la cantidad de harina adicionada. Gutiérrez Pacheco (2015) reporté que
la salchicha elaborada con jugo y harina de cascara de granada, mostré diferencia significativa
entre sus tratamientos y el control, ademas menciona que los pardmetros de sabor, textura y
aceptabilidad general en la escala de “me gusta” y el parametro de color se encuentra en el punto
medio de aceptacion, la jugosidad no fue evaluada por ellos, pero esto nos indica que seria
interesante trabajar con el jugo de la granada pues podria mejorar nuestras caracteristicas

sensoriales.

Tabla 18.- Resultados de la prueba ANOVA del analisis sensorial.

Nivel de probabilidad ) ]
) N ¢Hay diferencia entre
Atributo (Probabilidad ]
los tratamientos?
calculada)
Dureza 0.061 No
Color 0.000 Si
Sabor 0.0013 Si
Jugosidad 0.0083 Si
Apariencia general 0.010 Si

Se utilizdé una P=0.05.




Tabla 19.- Diferentes grupos segun el atributo evaluado en el analisis sensorial.

Atributo Tratamiento Diferencia con
Control ly2
Color 1 Control
2 Control
Control ly2
Sabor 1 Control
2 Control
Control 1
Jugosidad 1 Control
2 -
Control 2
Apariencia General 1 -
2 Control

Pruebas de comparaciones multiples para todas las diferencias por pares entre las medias. Con

la prueba de Tukey, utilizando un a=0.05.




8. Conclusiones

La harina de cascara de granada es fuente importante de ingredientes funcionales: como son
fibra y compuestos antioxidantes, como los polifenoles (extraibles y no extraibles), tanto la fibra
como los polifenoles pueden tienen actividad prebidtica.

El secado por aspersion, es un método rapido y econémico, con el cual se puede lograr que
coproductos que son &cidos, como la cascara de granada, se protejan, si se quieren adicionar en
un producto carnico emulsionado cocido.

Se puede utilizar la harina de céscara de granada en la elaboracién de productos cérnicos, sin
que se modifiquen sus caracteristicas fisicoquimicas, esto es de gran importancia para poder

obtener un producto carnico funcional a bajo costo.
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Anexos
Anexo 1 Optimizacion del método de vainillina para taninos hidrolizables
La variable respuesta que se midio fue los mg equivalentes de catequina y los factores medidos:
La temperatura de extraccion (TE) con el nivel bajo de 20°C y nivel alto de 60°C, La temperatura
de reaccién (TR) con el nivel bajo de 30 °C y nivel alto de 60°C y Tiempo de reaccion (TiR)
con nivel bajo de 20 min. y nivel alto de 40 min. De esta manera se encontraron los valores
optimos para llevar acabo el experimento, asegurando que se obtendria la mayor cantidad de mg

equivalentes de catequina.

Efectos estimados para CATEQUINA

Efecto Estimado Error V.ILF.
Estd.

Promedio 75.6922 4.7524

A: Temp Extrac 3.62333 5.8204 1.0
B: Temp Reacc -11.6008 5.8204 (1.0
C: Tiempo Reacc -33.5592 58204 (1.0
AA 18.6861 8.5675 1.011
AB -2.18167 8.2314 1.0
AC -21.345 8.2314 1.0
BB 50.8011 8.5675 1.011
BC -50.0033 8.2314 |1.0
CcC -1.56889 8.5675 1.011
Bloque 0.0324444 6.0113 1.333
Bloque -0.579556 6.0113 |1.333

Errores estandar basados en el error total con 33 g.1.




El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 78.4386% de la
variabilidad en CATEQUINA.

mg eq de catequina = 186.62 + 4.13*TiR + 0.023*TE"2 - 0.026*TE*TIiR + 0.112*TR"2 -
0.083*TR*TiR

Anélisis de Varianza para CATEQUINA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio  [Razon-F  |Valor-P
ATE 78.7713 1 78.7713 0.39 0.5379
B:TR 807.476 1 807.476 3.97 0.0546
C:TIR 6757.31 1 6757.31 33.24 0.0000
AA 966.934 1 |966.934 4.76 0.0364
AB 14.279 1 14.279 0.07 0.7926
AC 1366.83 1 1366.83 6.72 0.0141
BB 7146.7 1 7146.7 35.16 0.0000
BC 7501.0 1 7501.0 36.90 0.0000
CcC 6.81622 1 6.81622 0.03 0.8558
bloques 2.386 2 1.193 0.01 0.9941
Error total 6707.87 33 |203.269

Total (corr.) [31110.5 44

R-cuadrada = 78.438% R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 71.251%
Error estandar del est. = 14.2572

Optimizacion de la variable respuesta
Meta: maximizar CATEQUINA
Valor éptimo = 156.976 mg eq de catequina/ g muestra




Optimizacion de los factores

Factor |Bajo |Alto |Optimo

TE 20.0 (60.0 |60.0
TR 30.0 |60.0 |59.98

TIR 20.0 (40.0 |20.0

Diagrama de Pareto estandarizado para la respuesta “catequina”.
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En la siguiente figura se aprecia la superfie respuesta para el experimento realizado y como se
habia mencionado antes los valores optimos se encuentran cercanos al 60°C tanto para la
temperatura de extraccion como para la temperatura de reaccion en su interaccion considerando
el valor optimo de 20 min para tiempo de reaccion, ya que si se excede ese tiempo las estructuras
de los polifenoles puedan sufrir dafio estructural y por ellos se degraden y no puedan ser
cuantificados.

Superficie respuesta para la respuesta “catequina”.

Catequina
0.0-16.0

mmm 16.0-32.0
32.0-48.0
48.0-64.0
64.0-80.0
80.0-96.0
96.0-112.0
112.0-128.0
128.0-144.0
144.0-160.0

160
120

80

Catequina

40




Anexo 2 Optimizacion del método de Porter
La variable respuesta que se midio fue los mg equivalentes de ac. galico y los factores medidos:
La combinacion entre metanol: agua y acetona: agua respectivamente para la extraccion con el
nivel bajo de 50: 50 y el nivel alto 90:10, La temperatura de extraccion (TE) con el nivel bajo
de 20°C y nivel alto de 60°C y Tiempo de reaccion (TiR) con nivel bajo de 20 min. y nivel alto
de 60 min.

Efectos estimados para ac. galico (metanol).

Efecto Estimado |Error Estd. |V.I.F.
Promedio 173.731 7.94205

A: Metanol: Agua 47.4692 0.72698 1.0

B: Temperatura -2.11667  [9.72698 1.0

C: tiempo -16.3142 9.72698 1.0

AA 6.95639 14.3177 1.0111
AB 19.6133 13.756 1.0

AC 33.395 13.756 1.0

BB 36.5047 14.3177 1.0111
BC 13.08 13.756 1.0

CcC -29.9669 14.3177 1.01111
Bloque -1.22311  |10.046 1.33333
Bloque 1.49556 10.046 1.33333

Errores estandar basados en el error total con 33 g.1.

La ecuacion del modelo ajustado es: ac galico (metanol) = 376.46 - 2.68*M:A +
0.041*M:A*tiempo+ 0.045*Temp”2 - 0.037*tiempo”2




Anélisis de Varianza para ac galico metanol

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razon-F|Valor-P
Cuadrados Medio
A:M:A  |13519.9 1 |13519.9 23.82 |0.0000
B: Temp (26.8817 1 |26.8817 0.05 0.8291
C: tiempo |1596.91 1 |1596.91 2.81 0.1030
AA 134.007 1 |134.007 0.24 0.6303
AB 1154.05 1 |1154.05 2.03 0.1633
AC 3345.68 1 |3345.68 5.89 0.0208
BB 3690.26 1 13690.26 6.50 0.0156
BC 513.259 1 |513.259 0.90 0.3486
CC 2486.82 1 |2486.82 4.38 0.0441
bloques  [14.2759 2 |7.13796 0.01 0.9875
Error total |{18733.6 33 [567.685
Total 45705.2 44
(corr.)

R-cuadrada = 61.71% R-cuadrada = 58.34% Error estandar del est. = 23.8261
Optimizar Respuesta
Meta: maximizar ac gélico (metanol)

Valor éptimo = 231.739 mg equivalentes de ac. galico/ g de muestra

Optimizacion de los factores

Factor |Bajo |Alto |Optimo
M:A 50.0 1|90.0 |90.0
Temp 20.0 |[60.0 |60.0
tiempo [20.0 [60.0 [50.070




Diagrama de Pareto estandarizado para la respuesta “ac. galico (metanol)”
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la siguiente figura se aprecia la superfie respuesta para el experimento realizado y como se habia
mencionado antes los valores optimos se encuentran cercanos a la relacion 90:10 para la mezcla
metanol: agua y al 60°C para la temperatura de extraccion.

Superficie respuesta para la respuesta “ac. galico (metanol)”.

ac galico metanol
70.0-86.0
s 86.0-102.0
102.0-118.0
118.0-134.0
134.0-150.0
150.0-166.0
mmm 166.0-182.0
mmm 182.0-198.0
198.0-214.0
s 214.0-230.0

230

190

150

110

ac galico metanol

En la siguiente tabla se muestran las estimaciones para cada uno de los efectos estimados y las
interacciones. También se muestra el error estandar de cada uno de estos efectos, el cual mide

su error de muestreo.




Efectos estimados para ac galico (acetona)

Efecto Estimado  |Error Estd. |V.I.F.
Promedio 34.3811 1.95038

A: Acetona: Agua 9.14417 2.38872 1.0
B:Temp 26.1708 2.38872 1.0
C:tiempo 0.0933333 (2.38872 1.0

AA -11.5294 3.51611 1.01111
AB 248 3.37817 1.0

AC -2.92167 3.37817 1.0

BB 32.0872 3.51611 1.01111
BC 18.0317 3.37817 1.0

CC -9.64111 3.51611 1.01111
Bloque 0.711556  [2.46706 1.33333
Bloque -0.0351111 (2.46706 1.33333

Errores estandar basados en el error total con 33 g.1.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 89.247% de la variabilidad

en la respuesta de ac. galico (acetona).

La ecuacion del modelo ajustado es:
ac galico (acetona) = 0.906 + 2.26*M:A - 3.673*T + 0.014*M:A"2 + 0.04*T"2 +
0.022*T*tiempo - 0.012*tiempo”2




Anélisis de Varianza para ac galico (acetona).

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razon-F|Valor-P
Cuadrados Medio
A:A A |501.695 1 |501.695 14.65 |0.0005
B: Temp |4109.48 1 ]4109.48 120.03 |0.0000
C: tiempo |0.0522667 1 0.0522667 0.00 0.9691
AA 368.109 1 1368.109 10.75 |0.0025
AB 18.4512 1 |18.4512 0.54 0.4681
AC 25.6084 1 |25.6084 0.75 0.3934
BB 2851.17 1 |2851.17 83.28 |0.0000
BC 975.423 1 |975.423 28.49 [0.0000
CC 257.403 1 |257.403 7.52 0.0098
bloques  |3.6192 2 |1.8096 0.05 0.9486
Error total {1129.79 33 [34.236
Total 10506.7 44
(corr.)

R-cuadrada = 89.24%
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 85.66%
Error estandar del est. = 5.85%

Optimizar Respuesta

Meta: maximizar ac. galico (acetona)

Valor éptimo = 68.6407

Optimizacion de los factores

Factor

Bajo

Alto

Optimo

A A

50.0

90.0

77.8432

Temp

20.0

60.0

60.0

tiempo

20.0

60.0

57.6097




Diagrama de Pareto estandarizado para la respuesta “ac. galico (acetona)”
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Se aprecia la superfie respuesta para el experimento realizado y como se habia mencionado
antes los valores optimos se encuentran cercanos a la relacion 78:22 para la mezcla acetona:
aguay al 60°C para la temperatura de extraccion, con el tiempo cercano a los 60 min.

Superficie respuesta para la respuesta “ac. galico (acetona)”.

ac galico acetona
0.0-8.0

mam 8.0-16.0

16.0-24.0
24.0-32.0
32.0-40.0
40.0-48.0
48.0-56.0
56.0-64.0
64.0-72.0
72.0-80.0

dC gallCo acelona

M:A 90 20

Temp




Anexo 3.- Evaluacion Sensorial
Nombre: Edad: Fecha:

A continuacidn, se presentan 3 muestras de salchichas codificadas con diferentes numeros, sobre

la linea encierra el nimero que defina mejor la caracteristica.
1. me disgusta mucho/ 2. me disgusta/ 3. no me gusta ni disgusta/ 4. me gusta/ 5. me gusta

mucho.

Muestra: 358

Color: 1 2 3 4 5
Sabor: 1 2 3 4 5
Dureza: 1 2 3 4 5
Jugosidad: 1 2 3 4 5
Aceptacion general: 1 2 3 4 5
Comentario:

Muestra: 723

Color: 1 2 3 4 5
Sabor: 1 2 3 4 5
Dureza: 1 2 3 4 5
Jugosidad: 1 2 3 4 5
Aceptacion general: 1 2 3 4 5
Comentario:

Muestra: 139

Color: 1 2 3 4 5
Sabor: 1 2 3 4 5
Dureza: 1 2 3 4 5
Jugosidad: 1 2 3 4 5
Aceptacion general: 1 2 3 4 5

Comentario:
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