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RESUMEN

El cultivo del café y cacao son de gran relevancia econdmica y social, durante 2025 se
reporté una produccion en México de 0.89 millones de sacos de 60 kg para café y de 39 mil
toneladas para cacao, esta industria genera desechos que representan entre el 40 y el 70
% del peso del fruto por lo que puede causar graves problemas de contaminacién. Por esta
razon en esta tesis se plantea la utilizacion de la pulpa de café (PC) y cascara de cacao
(CC) como fuente de ingredientes con propiedades funcionales y sus posibles aplicaciones

en el desarrollo de peliculas comestibles en productos carnicos.

Durante la primera etapa experimental se realizdé la caracterizacién bromatoldgica, y
fisicoquimica de harina de PC y harina de CC, encontrando valores para fibra de 63.9 % vy
de 70.6 % respectivamente, en el caso de azlcares totales se determinaron valores de 47.5
% para PC y de 74.5 para CC, se determind la carga microbiana autéctona, asi como la
actividad prebidtica encontrando que la mayor actividad es para L. casei Shirota, se
cuantifico la cantidad de acidos grasos de cadena corta teniendo que el mejor sustrato para
producirlos es la CC, en el caso de polifenoles se determiné un valor de 3.8 mg Eq de acido
galico / g MS para PC y de 4.1 mg Eq de acido galico / g MS para CC. Se determino una
actividad antioxidante de 58 a 64 mg Eq de Trolox /g MS para PC y de 72 a 81 mg Eq de
Trolox /g MS para CC, por ultimo, se determind la actividad antifiungica y antimicrobiana. En
la segunda fase experimental se realizé el disefio de peliculas comestibles, de PC y CC,
caseinato de sodio y glicerol, y se le realizaron pruebas fisicoquimicas, como elongacién
(%) y fuerza de extension (N/cm?), se disefid un jamon cocido y se cubrié con la pelicula
comestible, determinando parametros como color, textura y rancidez oxidativa el cual
demuestra que al dia 30 se tiene un retraso en la oxidacion con valores de 63.2 mg de
malonaldehido/ kg de jamdn para el jamon cubierto con pelicula comestible, contra 78.8 mg
de malonaldehido/ kg de jamon para jamon testigo. Se realizo un andlisis sensorial, en que
se determiné que existe una diferencia en el sabor entre el jamdn cubierto con pelicula
comestible y el jamon testigo, por ultimo se determiné el posible efecto bacteriostatico de la
pelicula analizado hasta el dia 21, usando cepas patdgenas de alimentos, determinando
que se presenta una disminucién en el crecimiento del 20 % para S. aureus, 25 % para L.
monocytogenes, en un 55 % para E. coliy en un 56 % para S. typhimurium, por ultimo se
determind la inhibicién (%) a partir de la tasa especifica de crecimiento microbiano , la cual

oscila entre el 40 % y el 73 %, siendo notablemente mayor en el caso de L. monocytogenes.



ABSTRACT

Coffee and cacao cultivation are of great economic and social importance. In 2025, Mexico
reported a production of 0.89 million 60 kg bags of coffee and 39,000 tons of cacao. This
industry generates waste that represents between 40% and 70% of the fruit's weight, which
can cause serious pollution problems. For this reason, this thesis proposes the use of coffee
pulp (CP) and cacao husk (CH) as a source of ingredients with functional properties and

their potential applications in the development of edible films for meat products.

During the first experimental stage, the bromatological and physicochemical
characterization of PC flour and CC flour was carried out, finding fiber values of 63.9% and
70.6% respectively. In the case of total sugars, values of 47.5% were determined for PC
and 74.5% for CC. The autochthonous microbial load was determined, as well as the
prebiotic activity, finding that the highest activity was for L. casei Shirota. The amount of
short-chain fatty acids was quantified, with CC being the best substrate for their production.
In the case of polyphenols, a value of 3.8 mg Eq of gallic acid / g DM was determined for
PC and 4.1 mg Eq of gallic acid / g DM for CC. Antioxidant activity was determined to be 58
to 64 mg Trolox Eg/g DM for PC and 72 to 81 mg Trolox Eg/g DM for CC. Finally, antifungal
and antimicrobial activity were determined. In the second experimental phase, edible films
of PC and CC, sodium caseinate, and glycerol were designed and subjected to
physicochemical tests, such as elongation (%) and tensile strength (N/cm?). A cooked ham
was designed and covered with the edible film, and parameters such as color, texture, and
oxidative rancidity were determined. The results showed that by day 30, oxidation was
delayed, with malondialdehyde values of 63.2 mg/kg of ham for the ham covered with the
edible film, compared to 78.8 mg/kg of ham for the control ham. A sensory analysis was
performed, which determined that there is a difference in taste between the ham covered
with edible film and the control ham. Finally, the possible bacteriostatic effect of the film was
determined, analyzed up to day 21, using pathogenic food strains, determining that there is
a decrease in growth of 20% for S. aureus, 25% for L. monocytogenes, 55% for E. coli and
56% for S. typhimurium. Finally, the inhibition (%) was determined from the specific microbial
growth rate, which ranges between 40% and 73%, being notably higher in the case of L.

monocytogenes.
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1.Introduccion

El fruto de café y el de cacao son utilizados para la produccion de café de grano, y en la
produccién de chocolate, respectivamente. El cultivo de café es una de las principales
actividades econdmicas en distintas partes del mundo, en 2023 se reportdé una produccion
total de 171.3 millones de quintales (sacos de 60 Kg). México ocupa el octavo lugar mundial
con una produccién de 1.06 millones de sacos de 60 Kg, siendo los estados de Chiapas,
Veracruz y Puebla los principales productores. Por otro lado, el cacao es un fruto que se
utiliza para la produccion de chocolate en la industria chocolatera y tiene una produccién
mundial de 4.84 millones de toneladas, México ocupa el onceavo lugar mundial con una
producciéon de 39 mil toneladas, para poder producir estos compuestos se utiliza solo una
parte del fruto y el resto es desechado, para pulpa de café el 40 % es pulpa de caféy en el
caso del cacao el 52 % es cascara, estos coproductos pueden causar graves problemas de
contaminacion desde malos olores hasta eutroficacién de rios y lagos si no son vertidos de
manera correcta. Estudios han demostrado que tanto la pulpa de café como la cascara de
cacao son ricos en compuestos funcionales como: polifenoles totales, flavonoides, taninos
condensados y acidos hidroxicinamicos a estos compuestos se les atribuyen muchas
caracteristicas benéficas dentro de las que destacan su actividad antimicrobiana al actuar
directamente sobre la pared celular de las bacterias permeandola provocando asi una
apoptosis celular, actividad antifungica en la cual inhiben la formaciéon de conidios y la
actividad enzimatica y la actividad antioxidante en la cual los grupo hidroxilo presentes en
estos compuestos tienen la capacidad de donar electrones del anillo benceno, inhibiendo
asi la formacion de radicales libres.

El objetivo de esta tesis es la determinacion del potencial biotecnoldgico de la pulpa de café
y cascara de cacao como fuente de compuestos con propiedades funcionales y sus posibles
aplicaciones en el desarrollo de peliculas comestibles de productos carnicos. Para este
propésito se analizaron las caracteristicas bromatolégicas y fisicoquimicas de las harinas
de pulpa de café y cascara de cacao a través de la determinacion de humedad, cenizas,
grasas, proteinas, fibra, pH, glucosa, azucares totales y polifenoles. También se
determinaron las actividades prebiotica, antioxidante, antifungica y antimicrobiana de los
dos subproductos agricolas. Posteriormente, se disefid una pelicula comestible de
caseinato, glicerol y harina de pulpa de café y cascara de cacao, seleccionando la pelicula
de cascara de cacao por sus caracteristicas antioxidantes y antimicrobianas utilizada en un

jamén cocido inoculado con bacterias patégenas, se evalué la vida de anaquel del jamén.



2. Revisién bibliografica
2.1 Pulpa de café (PC)
La pulpa de café es el residuo que se obtiene en la produccion de café de grano, es un
residuo derivado del beneficio humedo en la industria cafetalera la cual representa

alrededor del 40% del peso total del fruto (Oliveira y col., 2021).

Estos residuos pueden ser utilizados para la produccién de enzimas, coproduccion de
biogas, produccion de composta y extraccion de minerales, polifenoles y cafeina (Duangjai
y col., 2016), y para la extraccién de polisacaridos y compuestos fendlicos como el acido

clorogénico (Serrat-Diaz y col., 2018) por mencionar algunos.

La PC esrica en distintas sustancias como polisacaridos, compuestos fendlicos y azucares.

En la Tabla 2.1 se muestran los principales compuestos y su concentracion.

Tabla 2-1 Composiciéon quimica de la pulpa de café

Compuesto Contenido (%) Referencia

Fibra 49.34-55.19  Pérez-Calvo y col., 2023

Cafeina 2.26 Serna-Jiménez y col., 2023

Azucares totales 457 Pérez-Calvo y col., 2023
Fructosa 10-15 Pérez-Calvo y col., 2023
Sacarosa 2.8-3.5 Pérez-Calvo y col., 2023
Pectinas 5.5-6.5 Serrat-Diaz y col., 2018
Lignina 8.75 Serrat-Diaz y col., 2018
Celulosa 58.3 Cruzalegui y col., 2021

Fenoles totales 30.8 Oliveira y col., 2021

Proteinas 9.4 Cruzalegui y col., 2021

2.2 Cascara de cacao

Si la cascara de cacao no es tratada de forma correcta puede convertirse en un problema
para el medio ambiente por lo que se han planteado usos alternativos a estos residuos para
aportarles valor agregado como alimento para distintos animales como porcino, vacas y
pollos, como adsorbente natural en la remocién de cromo (Pérez y col., 2020), en infusiones
(Teneda-Llenera y col., 2017), en extraccion de polifenoles fitoesteroides y metilxantinas
(Belwal y col., 2022), como energizante y ayuda en procesos antinflamatorios (Teneda-

Llenera y col., 2017).



La cascara de cacao es rica en distintos compuestos como polifenoles, pectinas, fibra
dietética total y azucares totales por mencionar algunas (Villamizar-dJaimes & Lépez-

Giraldo, 2017). En la Tabla 2.2 se muestran los distintos compuestos y su concentracion.

Tabla 2-2 Composiciéon quimica de la cdascara de cacao.

Compuesto Contenido (%) Referencia

Fibra 60.5-49.21 Herrera-Rengifo y col., 2020

Azucares totales 46.4 -79.93 Younes y col., 2023.
Fructosa 0.35-1.17 Younes y col., 2023
Glucosa 3.3 Soares y Oliveira, 2022
Celulosa 24-35 Martinez -Angel y col., 2015
Lignina 45.23 Herrera-Rengifo y col., 2020

Polifenoles 2.13-7.78 mg Eq de acido  Teneda-Llenera y col., 2017

galico
Proteina 6.3 Villamizar-Jaimes & Lo&pez-Giraldo,
2017.

2.3 Ingredientes y alimentos funcionales

Los ingredientes funcionales se pueden definir como un componente activo que se
encuentra presente en cualquier materia prima agricola y que puede otorgar propiedades
benéficas para la salud del consumidor (Rico & Martin, 2023). Ayuda a la prevenciéon o
reduccién del riesgo de contraer enfermedades mentales, del sistema cardiovascular,
desordenes metabodlicos, del sistema Oseo, del sistema digestivo y del sistema
inmunoldgico por mencionar algunos (Etchegaray y col., 2017). Dentro de los principales
ingredientes funcionales se encuentran los polifenoles, fibra, prebibticos, péptidos
bioactivos, carotenoides, vitaminas, compuestos fendlicos, fitoestrogenos y acidos grasos

o lipidos.

Por otro lado el Consejo Internacional de Informacion Alimentaria (IFIC, Washington D.C),
define como alimento funcional a todo aquel alimento consumido como parte de la dieta
diaria, capaz de producir demostrados efectos metabdlicos o fisiologicos utiles en el
mantenimiento de una buena salud fisica y mental, confiriendo beneficio sobre una o varias

funciones especificas del organismo y de este modo contribuyen a la prevencion de



enfermedades y a la reduccion de riesgos de enfermedades crénico-degenerativas (Rico &
Martin, 2023). Los alimentos funcionales tienen influencia sobre el sistema cardiovascular,
fortalecen el sistema inmune, previenen la osteoporosis y ayudan a mejorar el proceso de
cognicioén (Granato, 2022).

2.3.1 Polifenoles
Los polifenoles forman parte de la estructura de distintas plantas, las cuales los sintetizan

en grandes cantidades como parte de su metabolismo secundario, algunos son
indispensables para el metabolismo y otros son sintetizados como proteccion ante
situaciones de estrés (Bertelli y col., 2021), poseen en su estructura al menos un anillo
aromatico que esta unido por uno o0 mas grupos hidroxilo, y tienen funciones en procesos
como fotosintesis, asimilacion de nutrientes, respiracién, transporte de moléculas disueltas,
influyen en el metabolismo de la glucosa y lipidos (Singla y col., 2019). Son sustancias
biologicamente activas y existe evidencia in vitro e in situ de interacciones con humanos
que indica que estos compuestos confieren beneficios para el comensal otorgandoles
proteccién contra lesiones celulares y subcelulares, inhibicion del crecimiento de tumores,
activacion de los sistemas de detoxificacion hepaticos, presentan actividad antiinflamatoria,
actividad antioxidante, tiene influencia en la neurogénesis, neuroplasticidad y la
supervivencia celular evitando la apoptosis (Lacerda y col., 2022), asi como influencia en el
bloqueo de las vias metabdlicas que pueden ocasionar carcinogénesis. Los polifenoles
presentes en la dieta humana pueden modular la composicion del microbiota intestinal y
pueden servir como alimento para estos microorganismos los cuales catabolizan los

polifenoles para liberar metabolitos bioactivos (Wang y col., 2022).

Los compuestos polifendlicos son nutracéuticos (productos derivados de fuentes
alimenticias que ofrecen beneficios nutricionales o para la salud, ademas de los nutrientes
basicos), vegetales que muestran una gran diversidad estructural, distintos estudios han
determinado los beneficios que otorgan a los consumidores los polifenoles, esto se atribuye
a sus propiedades antioxidantes que pueden usualmente justificar sus acciones
vasodilatadoras y vasoprotectoras (Truzzi y col., 2021), asi como sus acciones
antitrombdticas, antilipémicas, antiateroscleréticas, antiinflamatorias y antiapoptéticas,
cardioprotectoras tienen influencia en los sistemas de detoxificacion célula, quelacion de
metales en el cuerpo, funcion de la mitocondria asi como en el tratamiento de Alzheimer
(Lakey-Beita y col., 2020).



Se sintetizan por medio de dos importantes rutas. La ruta de acido shikimico la cual se
encarga de la sintesis de los aminoacidos aromaticos como fenilalanina y tirosina, asi como
de sintesis de los acidos cinamicos y de derivados como fenoles sencillos, acidos fendlicos,
cumarinas, lignanos, derivados del fenilpropano, y la segunda ruta es la de los poliacetatos
que se encarga de la sintesis de quininas y xantonas (Bertelli y col., 2021). Se les atribuye
un efecto antioxidante, el cual puede ejercerse ya sea directamente como captadores de
radicales libres o indirectamente por medio de la modulacion de la expresion de genes y la
actividad enzimatica que estan involucrados en la homeostasis redox (Lacerday col., 2022),
por lo que puede ayudar en sistemas antioxidantes endégenos a controlar la homeostasis
oxidativa al reducir el exceso de especies reactivas de oxigeno y especies reactivas de
nitrégeno. Estudios in vivo han demostrado que los polifenoles son capaces de donar un

electrén o un atomo de hidrogeno neutralizando asi los radicales libres (Quero y col., 2020).

Existen varias clases y subclases de polifenoles los cuales se clasifican por su peso
molecular, estructura quimica, y complejidad, se dividen en flavonoides, dentro de los que
se encuentran las flavonas, flavonoles, isoflavonoides, flavanonas flavanoles vy
antocianinas, y no flavonoides como los acidos fendlicos, estilbencenos, curcuminoides,
lignanos y taninos (Truzzi y col., 2021). Los polifenoles también se dividen en compuestos
insolubles y compuestos solubles, en los insolubles se encuentran los taninos condensados
y otros compuestos fendlicos unidos a polisacaridos o proteinas de la pared celular (Huerta-
Madrofal y col., 2022) y en solubles o extraibles los cuales son moléculas de bajo y medio

peso molecular libres de pared celular.

Flavonoides. Compuestos fendlicos procedentes del metabolismo secundario de distintas
plantas, ayudan a proteger el organismo del dafio causado por agentes oxidantes, asi como
propiedades antiinflamatorias, antialérgicas, antisida y antitumoral (Wu y col., 2021). Los
flavonoides contienen en su estructura quimica un numero variable de grupos hidroxilo
fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros metales de transicion
(Panche y col.,, 2016), son compuestos de bajo peso molecular, sus propiedades
antioxidantes dependen directamente de su capacidad redox de sus grupos hidroxilos,
segun el grado de hidroxilacién se dividen en 13 clases siendo las flavonas, flavonoles,

antocianinas e isoflavonas los grupos mas abundantes.

Taninos. Son compuestos fendlicos de peso molecular intermedio (500-3000 Da), son
empleados por las plantas como mecanismo de defensa contra patégenos (Combs, 2016)

son capaces de formar complejos con las proteinas, se clasifican en taninos hidrolizables y



taninos no hidrolizables o condensados. Los taninos hidrolizables tienen un bajo peso
molecular y un centro de glucosa o alcohol polihidrico parcial o completamente esterificado
con acido galico, formando galotaninos y elagitaninos, son solubles en agua (Virtanen y
col., 2022). Los taninos no hidrolozbales o condensados son polimeros de catequinas o
leucoantocianinas que son dificiimente hidrolizables y constituyen la principal fraccién
fendlica responsable de las caracteristicas de astringencia de los vegetales (Singla y col.,
2019).

Acidos fendlicos. Los compuestos fendlicos tienen su origen en el mundo vegetal. Son de
los principales metabolitos secundarios y se producen por medio de sintesis de novo
(sintesis de polifenoles complejos a partir de moléculas mas pequefias como el acido
shikimico), en las plantas (Taofiq y col., 2017), son sustancias quimicas que poseen un
anillo aromatico con uno o mas grupos hidréxidos incluyendo derivados funcionales
(ésteres, metil ésteres y glicosidos), su capacidad antioxidante depende del numero de
grupos carboxilos que posee, se dividen en acidos hidroxibenzoicos dentro de los que se
encuentra el acido galico, acido vainillinico y acido siringico, distintos estudios han
informado su actividad hepatoprotectora (Truzzi y col., 2021), el siguiente grupo es el de los
acidos hidroxicinamicos dentro de los que se encuentra el acido cumarico, acido
clorogénico, acido ferulico y acido cafeico y se les confiere una gran capacidad como

antioxidante (Taofiq y col., 2017).

2.3.2 Fibra dietética
El termino fibra dietética se remonta a 1953 cuando Hipsley lo defini6 como

‘un
constituyente no digerible de las paredes celulares de los vegetales”. Sin embargo, a lo
largo del tiempo ha sufrido distintas modificaciones (Han y col., 2023). Actualmente, se
define como: material constituyente de la pared celular de distintas plantas con absorcién
en el intestino delgado humano y con fermentacién parcial o completa en el intestino grueso,
en cuya composicidn se incluyen a los polisacaridos, oligosacaridos, ligninas y almidones,
se considera como polimero de carbohidratos comestibles con tres o mas unidades
monomeéricas que son resistentes a las enzimas digestivas enddgenas (Stephen y col.,
2017). La fibra es fundamental para la salud gastrointestinal propiciando el adecuado
funcionamiento del intestino ayudando a la excrecion de grasas, produccién de metabolitos,
mantenimiento de la microbiota intestinal (Zhi-Wei y col., 2021) tienen influencia en la
produccion de energia y el mejoramiento del sistema inmune, asi como también ha
mostrado ser esencial en la prevencion de enfermedades no transmisibles como la

diabetes, la enfermedad cardiaca, y algunos tipos de cancer como el de colon (Almeida-



Alvarado y col., 2014). Desde el punto de vista de la salud, la fibra debe promover efectos
atenuantes a los niveles de colesterol y glucosa. Los principales componentes que

constituyen a la fibra son:

1. Polisacaridos: Son los polimeros de carbohidratos que poseen al menos 20 residuos
de monosacaridos y se clasifican en: n-celulosa, B-glucanos, hemicelulosas,
pectinas y analogos, gomas y mucilagos (Pacheco-Gémez y col., 2021).

2. Lignina: Son polimeros que resultan de la union de varios alcoholes fenilpropilicos
que contribuyen a dar rigidez a la pared celular de las plantas haciéndola resistente
a impactos y flexiones (Maceda y col., 2021).

3. Oligosacaridos resistentes: Hidratos de carbono con un nivel de polimerizacion
menor, tienen de tres a diez moléculas de monosacaridos. Se dividen en
fructooligosacaridos  (FOS) e inulina, galactooligosacaridos  (GOS),

xilooligosacaridos (XOS), isomaltooligosacaridos (IMOS).

La fibra se puede clasificar como fibra soluble y fibra insoluble, la cual esta en funcién de
su solubilidad en agua. Las fibras solubles se asocian generalmente con caracteristicas
potenciales prebidticas debido al proceso de fermentacion que producen acidos grasos de
cadena corta, asi como su capacidad de captar agua. Los efectos derivados de la
viscosidad de la fibra son los responsables de sus acciones sobre el metabolismo lipidico,
hidrocarbonado y en parte su potencial anticarcinogénico, la fibra soluble incluye pectinas,
gomas, mucilago, algunas hemicelulosas y polisacaridos, efectos antiinflamatorios (Zhi-Wei
y col., 2021). Las fibras insolubles o poco solubles no pueden ser degradadas por enzimas
digestivas y son capaces de retener el agua en su matriz estructural formando mezclas de
baja viscosidad; esto produce un aumento de la masa fecal que acelera el transito intestinal
(Gill y col., 2020). Es la base para utilizar la fibra insoluble en el tratamiento y prevencion
de la constipacion crénica. Por otra parte, también contribuye a disminuir la concentracién
y el tiempo de contacto de potenciales carcinogénicos con la mucosa del colon. dentro de
este grupo se encuentran la celulosa, algunas hemicelulosas, ligninas y otros polifenoles
(Réhe & Zentek, 2021).

La fibra proporciona distintos beneficios a la salud del consumidor algunos ejemplos son:
mejorar el aspecto y consistencia de las heces fecales ayudando en el tratamiento de
hemorroides, en su proceso de fermentacion en el colon por bacterias probiéticas produce
acidos grasos que brindan proteccion contra el cancer, ayuda a mantener un peso

constante al disminuir la adsorcion de carbohidratos, la fibra soluble puede disminuir las



concentraciones LDL (lipoproteina de baja densidad) (Almeida-Alvarado y col., 2014). Por
otro lado, la fibra dietética también puede ser utilizada por su potencial como prebiético,
esto debido a su capacidad de fermentar polimeros de glucosa los cuales se hidrolizan a
mondmeros por acciones enzimaticas extracelulares producidas por bacterias en el colon
(Santana y col., 2022). En el metabolismo hasta la obtencién de piruvato, mas del 50 % de
la fibra es degradada en el colon y el 50 % restante es eliminado en las heces. La capacidad
de accién del microbiota intestinal depende del género de fibra, la celulosa por ejemplo tiene

una capacidad fermentable entre el 20 y 80% y la hemicelulosa del 60 al 90%.

2.3.3 Prebidticos
El término prebidticos fue definido en 1995, por Gibson y Roberfroid como: “Un ingrediente

alimentario no digerible que afecta de manera benéfica al huésped por medio de la
estimulacion selectiva del crecimiento o actividad de una especie bacteriana o un numero
limitado de ellas que residen en el colon y por tanto intentan mejorar la salud del huésped”.
La ingesta de estos prebidticos puede modular la microbiota colénica aumentando el
numero de bacterias especificas y controlando el crecimiento de bacterias patégenas y

generando homeostasis intestinal.
Las caracteristicas para la clasificacion de un prebiético son: (Gibson,1999).

1. No debe hidrolizarse ni absorberse en la parte superior del tracto gastrointestinal.
Debe ser fermentado selectivamente por una o un numero limitado de bacterias
potencialmente beneficiosas en el colon.

2. Debe alterar la composicion de la microbiota colénica hacia una composicién mas
saludable.

3. Preferentemente debe inducir efectos beneficiosos para la salud del huésped.

Cualquier alimento que llegue al colon, como los carbohidratos no digeribles, algunos
péptidos y proteinas, asi como ciertos lipidos, son un candidato a prebiético. EI consumo
de prebidticos puede influir de manera significativa sobre el microbiota intestinal
aumentando el niumero de bacterias especificas y cambiando asi la composicion del
microbiota intestinal (Castafieda-Guillot, 2017). Los ingredientes con propiedades
prebidticas se encuentran en los polisacaridos y los oligosacaridos que normalmente
forman parte de la dieta humana, se ha demostrado que estimulan el crecimiento de
bifidobacterias endégenas que, después de un breve periodo de alimentacién, se vuelven

predominantes en las heces humanas. Ademas, estos prebidticos modulan el metabolismo



de los lipidos, probablemente a través de productos de fermentacion (Castafieda & Del
Monte, 2015).

Los prebidticos pueden clasificarse en distintos tipos de prebidticos los cuales difieren en
estructura, asi como en sus mecanismos de accion y la capacidad de modular el crecimiento
de distintas bacterias benéficas en el colon al servirles como sustratos, algunos ejemplos
de prebiodticos son Inulina, fructanos, fructooligosacaridos, galactooligosacaridos,

glucooligosacaridos, almidones resistentes, oligosacaridos pécticos (Swanson y col., 2020).

2.3.4 Acidos grasos de cadena corta
Las fibras solubles prebidticas son fermentadas por bacterias probidticas para producir

acidos grasos de cadena corta (McLoughlin y col. 2017), por lo que cuantificarlos es una

forma indirecta de saber si un coproducto es candidato o no a prebiético.

Los acidos grasos de cadena corta (AGCC) son acidos monocarboxilicos con una cadena
de unos 6 atomos de carbono que pueden estar ramificados o ser lineales, son producidos
por el aparato gastrointestinal en particular el colon y su produccion es de aproximadamente
de 200 mmol por dia, estos acidos son producidos por la microbiota intestinal a través de la
fermentacion anaerébica de polisacaridos no digeribles, la proporcién, cantidad vy
produccion de AGCC depende de la microbiota presente en el colon, asi como de la
naturaleza del sustrato y el tiempo que permanezcan en el intestino (Kotlyarov, 2022). Se
pueden encontrar distintos AGCC en el colon, como pueden ser, acido acético (C;) acido
propidnico (Cs) y acido butirico (Cs), teniendo proporciones de hasta 60, 25 y 15%

respectivamente.

Acido acético. Es un &cido producido por bacterias intestinales que se encuentran presentes
en el colon, llega en cantidades importantes a la circulacion sistémica y puede proporcionar
energia a los musculos y tejidos (Abreu y col. 2021), autores como Edwards, 2003,
aseguran que la pectina aumenta la proporcién de acetato al ser fermentada por bacterias

en el intestino.

Acido butirico. El acido butirico es un elemento clave para la nutricion del intestino, asi como
para el mantenimiento y restablecimiento de la integridad de la mucosa y el epitelio
intestinal, se produce por la condensacion de dos moléculas de acetil-CoA, se metaboliza
por los colonocitos hasta CO2 y cuerpos cetonicos (Manrique & Gonzales, 2017). Tiene
influencia en el suministro de la energia de las células del colon. El acido butirico restaura

la barrera epitelial de las vias respiratorias al inhibir la produccion de interleucina, tiene



influencia en la inhibicion de células cancerosas en el colon, influye en el mantenimiento de

la mucosa intestinal y suprime la respuesta inflamatoria (Borycka-Kiciak y col., 2017).

Acido propiénico. La produccién de propionato puede ocurrir a través de la ruta del
succinato o la ruta del acrilato, en la que el lactato se reduce a propionato, se absorbe y es
oxidado en el higado hasta un 40% (Tomas-Pejé y col., 2023). El acido propidnico participa
en la gluconeogénesis hepatica inhibiendo la sintesis de colesterol en el higado, este
compuesto se dirige al sistema nervioso entérico y ejerce efectos neuroprotectores
(Huertas-Molina y col., 2020).

Una vez establecido el concepto de ingrediente funcional y su relevancia dentro del
desarrollo de alimentos con valor agregado, es pertinente explorar cuales son las fuentes
emergentes de dichos ingredientes. En este sentido, los coproductos derivados del
procesamiento del café y el cacao, como la pulpa de café y la cascara de cacao, han
despertado un creciente interés por su contenido de compuestos bioactivos, como fibra

dietética, polifenoles, minerales y otros metabolitos secundarios con potencial funcional.

A partir de esta perspectiva, en la siguiente seccioén se revisan los antecedentes cientificos
y tecnolégicos relacionados con el aprovechamiento de la pulpa de café y la cascara de
cacao como fuentes alternativas de ingredientes funcionales. Esta revision permitira
contextualizar su uso en aplicaciones innovadoras, como el desarrollo de peliculas
comestibles, dentro de un enfoque de economia circular y revalorizacién de residuos

agroindustriales.

2.4 Estado del arte sobre el uso de pulpa de café y cascara de cacao como ingredientes
funcionales.
La cascara de cacao y pulpa de café son una fuente de fitoquimicos, contienen altos niveles

de compuestos fendlicos, taninos, acido clorogénico, acido quinico, acido cafeico, acido
ferulico, proantocianidinas, cafeina y teobromina, que exhiben actividad antioxidante in vitro

y en células cultivadas (Rebollo-Hernanz y col., 2021).

2.4.1 Pulpa de café

Ameca y col. (2018), analizaron la actividad antioxidante de la pulpa de café, en donde
encontraron valores de proteina de 10.85 %, ceniza de 7.40 %, compuestos fendlicos (mg
/g Ms: cafeina 18.60, taninos 3.50, acido p-hidroxibenzoicos 0.071, acido clorogénico 2.59,
acido ferulico 4.225, acido siringico 0.062, acido galico 0.058, acido vainillinico 0.007, acido

p-cumarico 0.002, y una actividad antioxidante de 2769.9 (nmol Trolox/ml), al final
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concluyeron que el proceso de ensilado y secado al sol afecté el valor nutricional de la pulpa
de café pero no su capacidad antioxidante. Otros valores reportados en cascara de café
son teobromina de 32.7 mg/g, cafeina 1.76 + 0.08 mg/g, fibra 29 %, cenizas 9%, actividad
antioxidante de 76.9 £ 3.6 ug/ml, con una actividad eliminadora de radicales de 62.0 + 3.1

pg/ml expresado como concentracion media maxima efectiva (EC50).

Castaldo y col. (2018) evaluaron los componentes quimicos, bioactivos y antifingicos que
se encuentran presentes en la pulpa de café, encontraron que la actividad antioxidante para
la técnica de ABTS (acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), es de 26.61
mmol Trolox/ kg Ms (materia seca) y DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) es de 31.33 mmol
Trolox/kg Ms, Los extractos presentaron actividad antimicrobiana y antifungica para
Penicillium camemberti, Penicillium expansum y Penicillium roqueforti, Aspergillus flavus y
Aspergillus niger, algunos de estos hongos son productores de micotoxinas, los valores
minimos de concentracion fungicida ara las cepas de Penicillium oscilaron entre 6.3 y 50
g/L, mientras que en las cepas de Aspergillus oscilaron entre 25 y 50 g/L. Este estudio
indica la posible explotacion de este subproducto del café como potencial ingrediente

natural promotor de la salud y conservador.

Moreno y col. (2019) cuantificaron el contenido de polifenoles y la actividad antioxidante de
la pulpa de café adicionada en galletas saladas, encontrando un valor de polifenoles totales
de 94.42 mg Eq de acido galico/30 g y una actividad antioxidante de 1168.58 umol Eq
Trolox/30 g, realizaron un analisis de aceptabilidad de las galletas concluyendo que la
descripcion del empaque tuvo influencia en la percepcion del consumidor, teniendo un alto
grado de aceptabilidad. Estas galletas son una fuente de antioxidantes, y su aplicacion
ayudaria a la reutilizacion de desechos y al desarrollo de un producto alimenticio con

propiedades funcionales.

Rosales y col. (2019) evaluaron el contenido de compuestos bioactivos y actividad
antioxidante de pulpa de café para el desarrollo de una infusion, determinando para
actividad antioxidante valores de 24782.9 um Eq Trolox /100 g PC para ABTS, de 57087.82
pMm Eq Trolox / 100 g PC para la técnica de FRAP (Poder antioxidante reductor ferrico) y de
806.9 mg Eq de acido ascérbico / 100 g PC para la técnica ORAC (Capacidad de Absorcion
de Radicales de Oxigeno), para polifenoles reportaron valores de 453 mg / 100 g de PC,
para flavonoides valores de 784.8 mg / 100 g PC, para taninos condensados valores de
94.4 mg/100 g de PC y para antocianidinas valores de 4.1 mg / 100 g PC, finalmente

concluyeron que la concentracion de compuestos bioactivos y la actividad antioxidante de
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la pulpa de café sugieren que los residuos pueden ser utilizados como materia prima para

la elaboracion de alimentos funcionales.

Canas y col. (2021) Determinaron la composicion quimica y las propiedades funcionales de
la pulpa de café, con la finalidad de evaluar la seguridad para el consumo humano,
determinaron valores del 51.2% para fibra insoluble, 9.2 % para proteina, 2.6% para lipidos,
40.6 mg /g Ms para polifenoles totales y para actividad antioxidante valores de 102.3 mg Eq
Trolox /g Ms utilizando técnica de ABTS, determinaron la reduccion de la absorcion de
colesterol en un 84%, sales biliares 85%, inhibicion de la lipasa pancreatica 64% y
disminucion de la difusion de glucosa 34%. Concluyeron que la pulpa de café podria

utilizarse como un ingrediente potencial con propiedades benéficas para la salud.

Manasa y col. (2021) realizaron un estudio sobre la extraccién de pectina y polifenoles a
partir de pulpa de café, para aprovechar estos residuos. Encontraron valores para pectina
de 118.05 mg / g Ms, y para polifenoles determinaron valores de 7.66 mg /100 g Ms para
acido galico, de 220.83 mg /100 g Ms para acido vainillinico, de 4.52 mg /100 g Ms para
acido ferulico, de 15.64 mg /100 g Ms para acido cumarico, de 2443.21 mg /100 g Ms para
catequina, de 11.78 mg /100 g Ms para acido cafeico, finalmente determinaron la actividad
antioxidante encontrando valores de12.75 EC50 mg/ml por DPPH, valores de 30.76 EC50
mg/ml por ABTS, de 6.38 + 0.20 mol Eq.Trolox/100 g Ms por FRAP y una actividad
antioxidante total de 11.15 mol Eq Trolox /100 g Ms. Concluyeron que los compuestos
presentes en la pulpa de café ayudarian a resolver los problemas ocasionados por la

contaminacién y convertirlo en una fuente de productos beneficios para la salud humana.

Henrique y col. (2022) analizaron 5 diferentes formulaciones de galletas, sustituyendo
harina de trigo por harina de pulpa de café en 3 y 6 %, realizaron pruebas de dimensiones,
relaciones de dispersién, densidad, actividad de agua, pureza y analisis sensorial,
determinando que la sustitucion parcial de la harina por ésta no provocé mayores cambios
en las dimensiones y propiedades tecno-funcionales de las galletas, posiblemente por el
bajo nivel de incorporacion, el poder reductor fue positivo, para el analisis sensorial
determinaron que la formulacion con coproductos de café tiene una menor aceptabilidad en
comparacion con las galletas blanco, ellos lo asocian al grado de amargor que la pulpa de
café le proporciona a la galleta asi como a su color obscuro, ellos concluyen que la adicion
de subproductos de café a las galletas aporta una fraccion de fibra por lo que la adicién de
estos coproductos tiene un gran potencial como fuente de ingredientes saludables y de

"etiqueta limpia" en las formulaciones de galletas.
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Machado y col. (2023) realizaron analisis sobre el potencial bioactivo y la composicion
quimica de la pulpa, cascarilla y pergamino de café, teniendo como resultado que el
contenido de ceniza , proteina, grasa y fibra dietética total es mayor para la pulpa de café
con valores de 10.72, 10.23, 1.7 y 46.12 %, respectivamente, para la actividad antioxidante
reportaron el mayor valor para la pulpa de café con valores de FRAP 8.58 g/ 100 g Ms y
DPPH 0.77 g / g Ms, para la cantidad de polifenoles determinaron que contenian cafeina,
acido 5-cafeoilquinico concluyendo que los residuos de la industria cafetalera pueden
reciclarse como ingredientes funcionales para alimentos, industrias cosméticas y/o
farmacéuticas, contribuyendo al bienestar social, econémico y ambiental asi como a la

sostenibilidad de la industria del café.

Pérez-Calvo y col. (2023) desarrollaron un estudio sobre la pulpa de café como fuente
sostenible y asequible para el desarrollo de alimentos funcionales, en que realizaron el
disefio de una barra energética con una formulacién de 50 % cereal, 30 % jarabe de
piloncillo y 20 % de pulpa de café, determinaron que la pulpa de café contenia (g/100 g de
muestra) 10.63 g de proteina, 5.78 g de grasa, 45.67 g de carbohidratos, 9.58 g de cenizas,
36.07 g de fibra, 2.26 % de cafeina y 12.05 % humedad, observaron que los factores con
mas impacto en las propiedades de la barra energética son la temperatura y tiempo de

almacenamiento y el peso.

2.4.2 Cascara de cacao
Putri-Agus y col. (2018) determinaron la composicién bromatolégica del grano y cascara de

cacao sin fermentar, encontrando valores (%) de grasa 10, humedad 15, cenizas 14, fibra
20, proteina 25, carbohidratos 60 y polifenoles totales 12 ug acido galico /ml y actividad
antioxidante 60 %, concluyeron que se deben controlar todos los procesos involucrados en
el procesamiento del cacao, como el periodo de fermentacion y la temperatura de tostado,

para que no se reduzca la calidad de los granos y la cascara del cacao.

Gbémez y col. (2020) evaluaron el uso de la cascara de cacao para la preparacion de nano
fibras de celulosa y grasa, las nano fibras de celulosa fueron extraidas por medio de una
hidrélisis alcalina, determinaron un rendimiento de 7.12 % en el aislamiento de nano fibras,
en el indice de cristalinidad encontraron 65-70 %, didametro nanométrico entre 30 y 80 nm.
Obtuvieron una suspension de nano fibras de holocelulosa y grasa, con lo que lograron
estabilizar las moléculas de grasa, finalmente concluyeron que estas nano fibras pueden
ser utilizadas como ingredientes para productos alimenticios enriquecidos con grasa, como

aderezos para ensaladas, salsas, espumas, sopas, pudines y helados.
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Oztiirk y Ova (2020) analizaron la calidad nutricional, analisis de textura y propiedades
sensoriales de la cascara de cacao puesta en un bizcocho, determinaron que la cascara de
cacao influye en la textura teniendo mayor dureza, menor elasticidad y cohesividad, también
aumentaron la cantidad de fibra, cenizas, actividad antioxidante total y compuestos
fendlicos por lo que ellos concluyeron que adicionar cascara de cacao a la formulacion de

bizcochos da un valor nutrimental agregado.

Tamrin y col. (2020) evaluaron la termoestabilidad y solubilidad de extractos de cascara de
cacao como ingredientes funcionales, antioxidantes y antibacterianos, realizaron una
extraccidbn con metanol, agua, etanol y acetona a distintos tiempos y diferentes
temperaturas siendo el mejor a 60°C por 1 h, estas condiciones preservaron las
propiedades antioxidantes y antibacterianas, los extractos de todos los solventes
presentaron actividades antibacterianas similares contra Escherichia coli, Bacillus cereus y

Staphylococcus aureus.

Delgado-Ospina y col. (2021) investigaron los componentes bioactivos y tecnofuncionales
(son propiedades fisicoquimicas que proporcionan informacion sobre cémo un componente
en particular podria comportarse en una matriz alimentaria), presentes en la harina de
cascara de cacao probando la inactividad enzimatica que se presenta por efectos de calor,
encontrando que la cascara de cacao es rica en lipidos, proteina, fibra dietética (48.1 %),
flavonoides (2.9 mg Eq. rutina/g Ms) y moléculas antioxidantes como epicatequinas, puede
ser utilizado como potencial colorante natural en alimentos, concluyendo que debido a su
capacidad de hidratacién puede ser utilizada como reemplazo de emulsionantes o aditivos

que brindan un valor agregado sus compuestos bioactivos.

Pagliari y col. (2022) estudiaron la extraccion de metilxantinas mediante agua caliente
presurizada (a una presion de 69 bar) a partir de cascara de cacao como ingrediente
funcional, cuantificaron la concentracién de teobromina y cafeina, encontrando valores de
2.03 g//100g de Ms y 0.45 g/100g Ms respectivamente, ademas evaluaron la concentracion
de catequina, epicatequina y procianidina B, encontrando valores de 0.34 ug/mg extracto,
1.77 ug/mg extracto y 0.35 ug/mg extracto respectivamente, concluyeron que la aplicacién
de extraccién con agua caliente a presion para extraer cafeina y teobromina es un método

eficiente y amigable con el medio ambiente.

Soares y col. (2022) efectuaron una caracterizaciéon de compuestos bioactivos a partir de

cascara de cacao, y su beneficio para la salud, determinando valores en g /100 g Ms de:
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carbohidratos de 29.04, fibra 56.10, grasas 2.24, cenizas 10.02, Antocianinas 0.34 y taninos
5.20, aminoacidos totales 10.74, epicatequina 34.97 mg/g, catequina 4.50 mg/qg,
compuestos fendlicos totales 94.95 mg Eq de acido galico/g Ms, flavonoides totales 40.72
mg Eq de acido galico/g Ms, y taninos condensados 25.30 mg Eq de acido galico/g Ms. Con
estos resultados los autores concluyeron que la cascara de cacao es una rica fuente de
fibra dietética y proteinas, asi como de valiosos compuestos bioactivos como teobromina,
cafeina y flavonoides por mencionar algunos y por su composicion, puede utilizarse como
ingrediente en el procesamiento de alimentos, o en otras industrias como la farmacéutica,

la cosmética y la agricultura, con un aumento constante de nuevas aplicaciones.

Widayat y col. (2022) desarrollaron formulaciones para una bebida con café y cacao con un
bajo costo para la produccion industrial, para lo que realizaron un disefio experimental para
la mezcla, con proporciones de café: cacao de 20:80 (RK1), 40: 60 (RK2), 60:40 (RK3) y
80:20 (RK4), y realizaron analisis heddnico con los parametros de aroma, color, sabor y
textura, teniendo como resultados que la formulacion que mas agradoé al panel fue la RK4
con un 80 % de café y un 20 % de cacao por su sabor amargo pero moderado, por ultimo
cabe mencionar que si se afiadiera mas cacao a la mezcla se obtendria un mejor sabor y

se podria desarrollar tomando como principio la formulaciéon aceptada.

En esta seccién se evidencia que la pulpa de café y la cascara de cacao poseen un alto
potencial como ingredientes funcionales, debido a su contenido significativo de compuestos
bioactivos como fibra dietética, polifenoles, acidos organicos, actividad antioxidante, y
actividad antimicrobiana por mencionar algunas. Estos componentes no solo pueden
aportar beneficios a la salud humana, sino que también ofrecen propiedades Uutiles en
diversas aplicaciones dentro de la industria alimentaria, en este contexto, una de las
aplicaciones emergentes para estos coproductos es su utilizacién en el desarrollo de
peliculas comestibles. Estas estructuras delgadas, biodegradables y aptas para el consumo
humano, no solo funcionan como sistemas de recubrimiento o empaque, sino también como
vehiculos para la liberacién controlada de compuestos funcionales. La siguiente seccién
profundiza en el concepto, caracteristicas y aplicaciones de las peliculas comestibles, con
especial énfasis en su formulacion a partir de ingredientes de origen vegetal y sostenible,

como la pulpa de café y la cascara de cacao.

2.5 Peliculas comestibles
La pelicula es una matriz preformada por moldeo, es comestible, delgada, inerte y

biodegradable, debe tener un espesor = 0.3 mm (Diaz-Montes y Castro-Munos, 2021), se
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producen a partir de un biopolimero como proteinas, polisacaridos y lipidos. Las peliculas
comestibles se utilizan como recubrimiento para alimentos mejorando la calidad de los
productos y aumentando su vida de anaquel, ayudan a proteger a los alimentos del deterioro
fisico, quimico y biolégico, se les atribuye un efecto antimicrobiano y antifungico (Salvia-
Trujillo y col., 2017), asi como de la pérdida de humedad y los cambios quimicos inducidos

por la luz, la oxidacién de nutrientes y funcionan como una barrera contra danos mecanicos.

2.5.1 Clasificacion de peliculas comestibles
Las peliculas comestibles pueden ser clasificadas por su composicién en hechas a base de

lipidos, proteinas o polisacaridos.

Peliculas a base de proteinas: Las proteinas se desnaturalizan desarrollando una red
cohesiva estabilizada principalmente por enlaces de hidrogeno, asi como por interacciones
idnicas y covalentes, lo que les confiere alta integridad mecanica (Diaz-Montes y Castro-
Munos, 2021). Dentro de los biopolimeros mas empleados para este fin se encuentran las
gelatinas, los alginatos, los caseinatos, la proteina de girasol y las proteinas de suero de
leche por mencionar algunas, las cuales también se utilizan en recubrimientos y peliculas

comestibles como fuente de prebidticos (Kumar y col., 2022).

Un ejemplo representativo de proteina empleada en la elaboracién de peliculas comestibles
es el caseinato de sodio, que es un polimero soluble en agua que se obtiene a partir de la
precipitacion acida de la caseina, la principal proteina de la leche de vaca, gracias a la
secuencia especifica de aminoacidos presente en su estructura, es probable que la
formacion de peliculas sea causada por enlaces de hidréogeno, interacciones electrostaticas
y fuerzas hidrofébicas. Las peliculas comestibles elaboradas con caseina resultan
especialmente atractivas por su alto valor nutricional, buenas propiedades sensoriales y su
capacidad para proteger eficazmente los alimentos recubiertos frente a factores

ambientales adversos (Cheny col., 2019).

Peliculas comestibles hechas a base de lipidos: Los lipidos hidrofébicos son pequenas
moléculas biolégicamente activas que por sus caracteristicas hidrofébicas no se pueden
diluir en agua (Oregel-Zamudio y col., 2017), lo que le da una barrera excepcional a la
humedad, los principales compuestos utilizados en la creacién de peliculas comestibles son

ceras, parafinas y acetoglicéridos.

Peliculas comestibles hechas a base de polisacaridos: Los polisacaridos son altamente

resistentes, solubles, incoloros, y flexibles, esto debido a su estructura lineal, los principales
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polisacaridos que se utilizan en la formacion de peliculas son el quitosano, el alginato y las

gomas (Cheny col., 2019).

2.5.2 Aplicacion de peliculas comestibles

Jaisan y Punbusayakul (2016), desarrollaron una pelicula comestible a base de quitosano
incorporando extracto liofilizado de pulpa de café, con el objetivo de evaluar su potencial
antimicrobiano. Para la obtencion del extracto, la pulpa de café fue sometida a una
extraccién acuosa en una proporcién 1:2 (m/v), seguida de un proceso de liofilizacion. La
actividad antimicrobiana de las peliculas formuladas fue evaluada frente a diferentes cepas
bacterianas, incluyendo Bacillus cereus KCCM 40133 (B. cereus), Bacillus subtilis KCCM
11316 (B. subtilis), Escherichia coli KCCM 21052 (E. coli) y Pseudomonas fluorescens
KCCM11362 (P. fluorescencens). Los resultados mostraron que la incorporacion de pulpa
de café al 0.5 % inhibio el crecimiento de B. cereus KCCM 40133, con un halo de inhibicion
de 8 mm, al incrementar la concentracién del extracto a 0.8 y 1 % de pulpa de café se
inhibieron B. cereus KCCM 40133, B. subtilis KCCM 11316, E. coli KCCM 21052 y P.
fluorescens KCCM 11362, con halos de inhibicion de 10 a 13 mm, 9. a 12 mm, 8 a 10 mm
y 1 a 11 mm, respectivamente evidenciando una actividad antimicrobiana dependiente de
la concentracion, reportaron que las peliculas con extracto de pulpa de café presentaron
mayor permeabilidad al vapor de agua y solubilidad en comparaciéon con las peliculas
control sin extracto, lo que podria atribuirse a la naturaleza hidrofilica de los compuestos
fendlicos presentes. Estos hallazgos sugieren que las peliculas comestibles formuladas con
extracto de pulpa de café no solo poseen propiedades antimicrobianas, sino también
actividad antioxidante, lo que las convierte en una alternativa viable como recubrimiento

activo para la conservacion de alimentos.

Sanyang y col. (2017) realizaron la formulacion de peliculas de cascara de cacao y acido
polilactico y evaluaron el efecto que estas tienen en las propiedades de la pelicula,
determinaron que la formulacion debe tener entre el 1 a 10 % de vaina de cacao,
concluyeron que a medida que la concentracion aumentd de 1 a 10 %, el mdédulo de traccion
de las peliculas también aument6 de 1.5 MPa a 10.4 MPa, mientras que su alargamiento
de rotura se redujo del 190 al 90 %. Estos hallazgos sefalan que la formulacién de peliculas
con vaina de cacao y acido polilactico son una buena alternativa para reemplazar a

compuestos de polimeros termoplasticos.
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Collazo-Bigliardi y col. (2019) desarrollaron una pelicula comestible con lignocelulosa de
cascara de café y estudiaron las propiedades de las peliculas mezcladas con almidén, las
realizaron con 1 % de cascara de café, 5.8 % de extracto antioxidante, teniendo como
resultados un médulo de elongacion de 85 a 515 Mpa, tension de 3.8 a 11 MPa, % de
elongacién de 13 a 64 %, espesor de 0.18 a 0.20 mm, permeabilidad al vapor de agua la
cual puede describirse como la capacidad que la pelicula tiene para permitir el paso de
vapor de agua a través de ella y reportan valores de 7.3 a 14.9 g mm/kPa'-h' m?
concluyeron que, si bien el extracto no impartié un mejor rendimiento mecanico a la pelicula
en comparacién con el blanco, si reducen su permeabilidad al oxigeno y les confieren
capacidad antioxidante, promoviendo su utilidad para prevenir reacciones de oxidacion de

los alimentos.

Lessa y col. (2021) obtuvieron nanofibras celulésicas de la cascara de cacao mediante la
desfibrilacion mecanica sin tratamiento enzimatico, para la formulacion de peliculas
comestibles probando distintas concentraciones de glicerol (0, 1, 3, 5y 7 % p/v), les
realizaron pruebas de rotura, alargamiento, permeabilidad al vapor de agua, solubilidad, las
mejores caracteristicas de peliculas las determinaron a una concentracién de 3 a 5 % de
glicerol, encontrando valores para permeabilidad al vapor de agua de 2.13 a 2.83 g mm/kPa
dia m2, espesores de 0.10 a 0.12 mm, % de elongacién de 1.1 a 2.8 %, traccion a la rotura
2.36 a 7.22 Mpa, médulo de Young de 84.2 a 361.5 Mpa, concluyeron que las peliculas
comestibles con 3% y 5% de glicerol como plastificante organico tuvieron las mejores
caracteristicas mecanicas del modulo de Young y reduccién de la permeabilidad del vapor

de agua.

Bernardi y Augustus de Oliveira (2023) formularon una pelicula comestible hecha a base
de 10% de mucilago de café el cual es rico en pectina, realizaron pruebas como microscopia
electrénica de barrido, el espesor de la pelicula presentd un valor de 0.022 mm a 0.029mm,
contenido de humedad con un valor de 24.5 %, permeabilidad al vapor de agua con 0.397
g mm kPa-' h-'" m-2, tension de 0.86 MPa y deformacion con un valor de 24.07 %. Las
peliculas producidas a partir del mucilago del café presentaron buena homogeneidad,
continuidad, ausencia de rupturas o regiones fragiles, flexibilidad, facilidad de
desprendimiento del soporte y manipulacion, sin necesidad de agregar coadyuvante a su
formacion. Ademas, presentaron uniformidad en espesor y barrera al vapor de agua media,
concluyendo que el mucilago es un producto potencialmente util para ser utilizado en la

industria cosmética, farmacéutica y alimentaria.
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Suriati y col. (2023) evaluaron el impacto que tenia la concentracion de quitosano en la
formulaciéon de una pelicula comestible hecha con pulpa de café, examinaron diferentes
concentraciones de pulpa de café de 7, 14, 21y 28%, y de 1 y 1.5 % de quitosano, les
realizaron pruebas como sabor, color, transparencia, rendimiento, espesor y acidez,
determinaron que las mejores concentraciones fueron de 1.5 % de quitosano y 21 % de
pulpa de café, concluyendo que la concentracién de pulpa de café y quitosano y sus
interacciones estructurales afectan las caracteristicas de la pelicula, asi como a su

resistencia.

Batista y col. (2023) desarrollaron peliculas comestibles a partir de polisacaridos de borra
de café (producto del desecho en la preparacion de café), reticulados con iones de calcio y
acido 1-4, fenilendiborénico (PDBA), realizaron un analisis de las propiedades de la pelicula
y su biodegradabilidad, comparando dos formulaciones, la primera formando enlaces de
coordinacién de iones calcio con polisacaridos y el segundo mediante enlaces covalentes
con acido PDBA, el resultado fue que las peliculas con iones Ca®' y pozos de café
exhibieron una mayor barrera al vapor de agua con una reduccion del 44% de la
permeabilidad al vapor de agua y un 26% mayor de resistencia a la traccion que la pelicula
control esto en comparacion con las peliculas reticuladas con PDBA las cuales presentaron
contenidos de humedad entre un 55 y un 81% mayores, una permeabilidad al vapor de
agua entre un 85 y un 125% mayor y alargamientos de rotura entre un 67 y un 150%
mayores que las peliculas con iones Ca?*. Se demostré que la biodegradabilidad de la
pelicula se ve afectada por la densidad de reticulacién por lo que concluyen que aun que
los resultados son prometedores se sugieren que las investigaciones futuras deberian

centrarse en mejorar las propiedades de estas peliculas.

Rizal y col. (2023), evaluaron el uso de borra de cafe en materiales biopoliméricos
destinados a envases comestibles usando algas rojas naturales (Kappaphycus alvarezii),
para la formulacién de peliculas, emplearon 10 g de alga roja, 5 g de glicerol como
plastificante y concentraciones de borra de café de 0 a 5 %. Determinaron que la
formulacion éptima fue del 4 % de borra de café. En el andlisis granulométrico mostraron
que el tamafo promedio de las particulas de los residuos de café estaba entre 1.1y 1.3
mm, mediante microscopia electrénica de barrido confirmaron la homogeneidad estructural
de la pelicula, observaron una mejora significativa en las propiedades hidrofébicas de las
peliculas con la incorporacion de la borra de café, asi como un aumento en la resistencia a

la traccién, alcanzando un valor de 35.5 MPa. Los autores concluyen que la incorporacion
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de la borra de café con algas rojas mejora las propiedades mecanicas y funcionales de las
peliculas biopoliméricas, ademas de ofrecer un enfoque sustentable para el desarrollo de

envases comestible.

Las aplicaciones de peliculas comestibles en alimentos ha demostrado ser una estrategia
para aumentar la vida de anaquel de ciertos productos, tal efecto se atribuye a la capacidad
de las peliculas contra la humedad, la descomposicion por exposicion de la luz, la oxidacion
lipidica, efecto bactericida o bacteriostatico de los coproductos de su formulacion. Las
peliculas comestibles no solo funcionan como recubrimientos protectores, sino también
como vehiculos de compuestos funcionales que contribuyen a mantener la calidad
sensorial, microbioldgica y nutricional de las carnes procesadas. La siguiente seccion
aborda en detalle los avances y resultados reportados en la aplicacion de peliculas
comestibles en productos carnicos, con énfasis en su efecto sobre la estabilidad y seguridad

del producto final.

2.5.3 Aplicacion de peliculas comestibles en productos carnicos

Shavisiy col. (2017), examinaron los efectos de una pelicula comestible de &cido polilactico
(APL), enriquecida con un extracto etandlico de propdleo, nanoparticulas de celulosa y
aceite esencial de Ziziphora clinopodioides, en las propiedades quimicas, microbianas y
sensoriales de la carne molida de res durante 11 dias de refrigeracion, encontraron que las
peliculas redujeron significativamente la formacién de compuestos volatiles nitrogenados
asi como un efecto antimicrobiano al disminuir la carga microbiana de 7 log UCF/g para el
blanco a 4.56 log UFC / g con pelicula de APL, demostrando que a mayor concentracion de
nanoparticulas de celulosa y Z. clinipodioides, mayor vida de anaquel, sin presentar

cambios en el sabor de la carne.

Khezrian & Shahbazi, 2018, investigaron la aplicaciéon de peliculas nanocompuestas de
quitosano y carboximetilcelulosa para la conservacién de carne de camello probando su
efecto antimicrobiano contra Listeria monocytogenes y Escherichia coli O157:H7 al tener
una disminucion en el crecimiento de 7 log UFC/ g sin pelicula a 3.4 log UFC /g con pelicula,
ademas las peliculas logran retrasar el aumento de microorganismos, los autores
concluyeron que estas peliculas comestibles representan materiales de envasado activos
y prometedores para extender la vida util de la carne de camello picada durante el

almacenamiento refrigerado.
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Ruan y col. (2019) evaluaron el efecto de una pelicula comestible de alginato de sodio
carboximetilcelulosa con galato de epigalocatequina sobre la calidad y vida util de la carne
de cerdo fresca, encontrando que el recubrimiento comestible tiene la capacidad de inhibir
el crecimiento de microorganismos y reducir la oxidacion lipidica, lo que se traduce en un
aumento de la vida de anaquel de la carne de cerdo cruda, concluyendo que estos
recubrimientos podrian ser de gran utilidad en la industria alimenticia para aumentar la vida

de anaquel de productos.

Umaraw y col. (2020) investigaron sobre la influencia de las peliculas comestibles en las
propiedades del envasado de carne, pescado y sus derivados, concluyendo que las
peliculas comestibles han demostrado ser eficaces para controlar el deterioro de la calidad
(principalmente en la inhibicion del crecimiento microbiano, actividad antioxidante y
preservacion de propiedades sensoriales) en pescado, carne y productos derivados. El uso
de coproductos derivados del procesamiento de alimentos son una alternativa prometedora
para producir peliculas econémicas que presenten buenas caracteristicas sensoriales y

fisicoquimicas.

Venkatachalam & Lekjing (2020) evaluaron peliculas comestibles hechas a base de
quitosano adicionadas con aceite esencial de clavo y nisina para mejorar la calidad y la vida
de anaquel de hamburguesas de cerdo, para lo cual probaron sus caracteristicas
fisicoquimicas, microbiolédgicas y sensoriales durante 15 dias, evaluaron la luminosidad, pH,
metamioglobina, acidos grasos libres, indice de peréxido, sustancias reactivas de acido
tiobarbiturico, cuantificacion de bacterias psicotréficas, enterobacterias y bacterias acido
lacticas, encontrando que la vida util de la carne de hamburguesas es de 12 dias comparado

con el control el cual es de 6 dias.

Song y col. (2021) realizaron una investigacion sobre peliculas comestibles aplicadas en
carne y productos carnicos, en el que resalta la formulacion de peliculas con productos
naturales y como estos productos influyen en sus caracteristicas antioxidantes y
antibacterianas en las que resaltan compuestos como polisacaridos, celulosa, almidén,
pectina, goma, alginato, carragenano y quitosano, proteinas, leche, colageno y proteina

aislada de soya y lipidos aceite esencial, ceras, emulsionantes, plastificantes y resinas.

Esfahani y col. (2022) realizaron peliculas comestibles hechas de almidon, yuca y cascara
de granada con la finalidad de evaluar la frescura de la carne de cerdo, determinaron que

el aumento de la cascara de granada tiene influencia en las propiedades fisicoquimicas y
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mecanicas de la pelicula, entre mayor es la concentracion de cascara de granada el color
se vuelve mas fuerte, la cantidad de polifenoles presentes en la pelicula también se ven
aumentados, finalmente concluyeron que esta pelicula inteligente puede ser utilizada para

preservar la frescura de la carne.

Li-Jiaxu y col. (2024) realizaron y caracterizaron peliculas nanocompuestas y adicionadas
con antocianidinas extraidas de madre selva, evaluaron su aplicacion en la conservacion
de carne de cerdo, encontrando que la pelicula adicionada con antocianidinas fue adecuada
para el envasado de alimentos por sus caracteristicas fisicoquimicas, asi como mejores

caracteristicas antimicrobianas y antioxidantes.

Li-Min y col. (2024) realizaron peliculas de gelatina con microgel de taninos y nanocelulosa,
como un envase de alimentos, encontraron que la pelicula poseia propiedades
antioxidantes, asi como evitaba el paso de la luz UV eliminando el 79 % de los radicales
libres, asi como excelentes propiedades mecanicas, concluyendo que la adicion de taninos

en peliculas comestibles puede hacer que sean utilizadas para cubrir alimentos.

La literatura revisada confirma que la pulpa de café y la cascara de cacao son coproductos
agroindustriales con un alto potencial como ingredientes funcionales, debido a su riqueza
en compuestos polifendlicos, fibra dietética que puede ser utilizada como prebidtico y acidos
grasos de cadena corta. Estos componentes pueden ejercer efectos beneficiosos en la
salud, ademas de mejorar la calidad tecnofuncional de los alimentos. Como se muestra en
esta seccion diversos estudios han demostrado la viabilidad de incorporar estos
coproductos en matrices alimentarias, tanto como mejoradores nutricionales como por sus
propiedades antioxidantes y antimicrobianas. La incorporacién de estos ingredientes en el
desarrollo de peliculas comestibles se ha estudiado como una estrategia efectiva para
alargar la vida util de productos alimenticios, especialmente productos carnicos, reduciendo

el deterioro microbiano y oxidativo, y manteniendo sus atributos sensoriales.

De este modo, la revisién bibliografica nos permite establecer una base cientifica sélida
que justifica la necesidad de evaluar el uso de peliculas comestibles elaboradas con harina
de cascara de cacao y pulpa de café como alternativa sostenible y funcional para la

conservacion de productos carnicos, especificamente jamén cocido.
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3.Justificacion

La pulpa de café y la cascara de cacao son generados durante el procesamiento industrial
de café y cacao, respectivamente, estos coproductos causan graves problemas de
contaminacioén, sino son tratados adecuadamente, desde la contaminacion de suelos,
eutroficacion de rios, contaminacién de mantos acuiferos y proliferacién de fauna indeseada
por mencionar algunos, por lo cual se ha convertido en un problema no solo ambiental,
también econdémico e incluso social, estos residuos ya son utilizados para la produccion de
enzimas, para produccion de composta y produccion de gas por mencionar algunos , sin
embargo y debido al notable crecimiento en la produccién de desechos se han buscado
alternativas de reutilizacion por lo que en este trabajo se plantea la reutilizacion de estos
coproductos por su potencial biotecnoldgico, buscando posibles aplicaciones como fuente
de ingredientes funcionales y aplicandolos en la formacién de una pelicula comestible la
cual no solo contribuiria a ayudar a la reutilizaciéon de estos desechos también beneficiaria

al sector alimenticio aumentando la vida de anaquel de un producto carnico.

A partir de este analisis, se plantean los siguientes objetivos que guiaran el desarrollo

experimental de esta investigacion.

4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Determinar el potencial biotecnolégico de la pulpa de café y cascara de cacao como fuente
de ingredientes con propiedades funcionales y sus posibles aplicaciones en el desarrollo

de peliculas comestibles en productos carnicos.

4.2 Objetivos particulares
I.  Analizar las caracteristicas bromatolégicas y microbiolégicas de las harinas de pulpa
de café y de cascara de cacao.
II.  Cuantificar el contenido de polifenoles y determinar la actividad antioxidante de
ambos coproductos.
lll.  Evaluar la actividad prebidtica, antimicrobiana y antifungica de las harinas de pulpa
de café y la cascara de cacao.
IV.  Formular y caracterizar peliculas comestibles a base de caseinato adicionadas con
harinas de pulpa de café y cascara de cacao.
V. Evaluar el efecto de las peliculas comestibles adicionadas con cascara de cacao

sobre las propiedades fisicoquimicas y sensoriales de un jamén curado-cocido.
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VI.  Evaluar el efecto antimicrobiano de las peliculas comestibles sobre el desarrollo de
microorganismos patégenos Gram positivos (Listeria monocytogenes y

Staphylocococcos aureus) y Gram negativos (Escherichia coliy Salmonella sp.).

5. Materiales y métodos

5.1 Material Bioldgico y tratamiento de las muestras

La pulpa de café y cascara de cacao fueron adquiridas en el municipio Angel Albino Corzo,
Chiapas, el cual se encuentra a una altitud de 640 m con coordenadas 15°46'00"N
92°41'00"0O, entre los meses de noviembre y marzo de 2021, ambos residuos fueron
secados, molidos y tamizados con malla del numero 100 con una apertura de 0.149 mm a
esto le llamaremos harina de cada coproducto. Las harinas fueron almacenadas a

temperatura ambiente y en recipientes herméticos.

5.2 Estrategia experimental

Este trabajo se desarrollé en 2 etapas: En la primera etapa se realizo la caracterizacion de
las harinas de pulpa de café y cascara de cacao mediante el analisis bromatolégico,
contenido de fibra, polifenoles, actividad antioxidante, actividad prebiética, antimicrobiana y
antimicética (Figura 5.1.) En la segunda etapa se elaboraron peliculas comestibles
adicionadas con las harinas de pulpa de café y cascara de cacao, con éstas se recubrié un
jamén, y se determinaron sus caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales. En un momento
avanzado de esta etapa de esta tesis, se inoculd el jamdn con bacterias patégenas (Gram
positivas y Gram negativas) y se recubrioé el producto con una pelicula elaborada a base de
cascara de cacao y se evaluo el desarrollo de las bacterias patdégenas y la calidad del

producto en ausencia de bacterias patégenas. (Figura 5.2).
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Materia prima »  Pulpa de café -{ Cascara de cacao Metod O| Og |' a
o ‘ L e Secado, molido y tamizado (N° 100)
gt -
SN A % Caracterizacion
15°46'00"N 92°41'00"0 -
z Polifenoles
Analisis . e = -
bromatoloégico 1 g?cérlésl;isobgico 1. Polifenoles totales 1. Actividad
(AOAC,1996) 1. pH (AOAC,1996) (NOM-111-SSA1) (Singleton & Rossi, 1999) antimicrobiana
: 2. Glucosa (Sluiter ||,  actividad 2. Flavonoides (Bauery cal., 1996)

1. Humedad y col., 2011) ’ prebiotica (Vega y col., 2017). . ch.tividad antifungica
2. Cenizas . Azlcares totales (Huebner y col., . Taninos (Liu'y col., 2002)
3. Grasa (Dubois y col., 2007) (Philip-Edouard Shay y col.,
4. Proteina RSy . Acidos grasos de ?017)-

: ; cadena corta . Acidos hidroxicinamicos
5. Carbohidratos (Manderson y col., (Rodriguez-Duran y col., 2014)

! 2005) 1. DPPH (Randhir y Shetty, 2007)
1 : . Acido lactico Actividad
1 o (Diano y col., antioxidante 2 AB_TS (.Re y ool 1999)
(AOAC, 1996) 2007) 3. Acido linoleico (Starzynska-
Janiszewska y col., 2008).

Figura 5.1. Caracterizacion de pulpa de café y cascara de cacao
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Metodologia

Peliculas comestibles Balfciila. coreatible.da Jamon cubierto con
de pulpa de cafée y » » pelicula comestible de
cascara de cacao cascarade cacao cascara de cacao
1. Puncion (Gontard y col., 1993) Peliculas comestibles
2. Extension (Gennadios y col.,1993) Analisis fisicoquimico Analisis sensorial cggtgggtne::s
3. Solubilidad (Singh y col., 2020) \ -
4. Permeabilidad al vapor de agua
(Gennadios y col., 1994). , —t Prueba a no a con indice
5. Proteina total (Pereda y col., 2012) 1. Rancidez oxidativa (Zipser& R (Ramirez-Godinez &
5 Watts,1962). Onofre-Sanchez, 2020)
6. Opacidad (Yang y Paulson, 2000) 2. Humedad (AOAC, 1996)
Espesor (Anchundia y col., 2016) 3. pH (AOAC, 1996)
4. Color (Billmeyer & Saltzman, Gram positivos: Listeri
1981) monocytogenes
5. Textura (Bourne,1978). Staphylocococcos aureus.
Gram negativos: Escherichia coli
Salmonella typhimuriu
(Marcos y col., 2007)

Figura 5.2. Aplicacién funcional de pulpa de café y cascara de cacao en el diseno de unas peliculas comestibles para la
conservacion de un producto carnico.



Primera etapa
5.3 Analisis bromatoldgico

5.3.1 Humedad

Se determindé siguiendo el método oficial 950.46 AOAC (1996), la determinacion se realizo
por triplicado para lo cual se colocaron los crisoles a peso constante, posteriormente se
pesaron 2 g de muestras en cada crisol y se colocaron a la estufa (MAPSA ® modelo HDP-
334, Navarra, Espafia) por 12 h a 110°C, transcurrido este tiempo se dejaron enfriar las
muestras en desecador a temperatura ambiente y se calculé el porcentaje de humedad por

diferencia de peso.

Humedad (%) = (M1 — M2) (M;E;’O) Ecuacion 5.1

MO = Peso en gramos de crisol
M1 = Peso en gramos de crisol con muestra antes del secado
M2 = Peso en gramos de crisol con muestra después del secado.

5.3.2 Cenizas

Los crisoles se llevaron a peso constante, cada determinacion se realizé por triplicado,
posteriormente se agregaron 2 g de muestra en cada uno de los crisoles y se preincineraron
a la flama, se colocd cada muestra en una mufla a 550 °C hasta obtener cenizas blancas,
por ultimo, las muestras se sacaron de la mufla (THERMOLYNE® Thermoscientific, EUA)
y se dejaron enfriar en desecador a temperatura ambiente, se registré el peso final y

determiné el porcentaje de cenizas por diferencia de peso (AOAC, 1996).

Cenizas (%) = (%) * 100 Ecuacion 5.2

Pi = peso inicial de crisol mds muestra antes de incinerar
Pr= peso final de crisol mds muestra después de incinerar

5.3.3 Determinacién de grasa
El contenido de grasa se determiné por el método AOAC (1996) cada determinacién se
realizé por triplicado. Se pesaron 2 g de muestra seca en un papel filtro y se colocaron en

un cartucho de celulosa con algoddn para tapar el cartucho, todo se llevé a peso constante,
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posteriormente se determiné el porcentaje de grasa por un equipo Soxhlet, empleando éter
de petréleo como solvente para extraer el contenido de grasa de las muestras, para
corroborar que no quede ningun residuo de grasa en las muestras se coloco una gota de
solvente sifonado en un papel filtro, se colocaron los cartuchos en una estufa a 60 °C para
secarlas, posteriormente se enfriaron en un desecador y se determiné el contenido de grasa

por diferencia de peso.

Grasa (%) = (%) * 100 Ecuacion 5.3.

P = peso de muestra
P; = peso algodon+ muestra + cartucho antes de la extraccion

P> = peso de algodon + muestra + cartucho después de la extraccion y después del secado

5.3.4 Determinacion de fibra

Se determind por medio del proceso enzimatico-gravimétrico oficial de la AOAC 991.43
(1996), y el kit de ensayo de fibra dietética de Sigma Aldrich USA DF-100A, para lo cual se
peso 1 g de muestra y se agregaron 50 ml de buffer de fosfatos mas 0.1 ml de a- amilasa
(37 mg proteina /ml) se tap6 el matraz con papel aluminio y se colocé a bafio de agua
hirviendo por 15 min hasta que la temperatura interna del matraz alcanzo los 92 °C,
posteriormente se dej6 enfriar a temperatura ambiente y se ajusté el pH a 7.5 con 10 ml de
NaOH al 0.275 N, posteriormente se agregaron 0.1 ml de solucion de proteasas se tapé e
incubo a bafo maria a 60 °C por 30 min y se dejé enfriar a temperatura ambiente, se
agregaron 10 ml de HCL al 0.325 N para ajustar el pH a 4.6. Enseguida se agregaron 0.1
ml de aminoglucosidasa se tap6 e incubd a 60 °C por 30 min se dej6 enfriar y se anadieron
4 volumenes de etanol al 95 % y se pasé por un papel filtro. Por ultimo, se dej6 reposar
toda la noche y pasado este tiempo se seco en la estufa hasta obtener un peso constante

y se procedié a calcular el contenido total de fibra por medio de una ecuacion.

Peso final de la muetra

Fibra (%) = ( ) * 100 Ecuacion 5.4

Peso inicial de la muestra
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5.3.5 Determinacién de proteina

Para el analisis de proteina se colocé 1 g de muestra en un matraz bola con 15 ml de H.SO4
concentrado, perlas de ebullicion y 5 g de solucion catalizadora (400 g de sulfato sodico, 16
g de sulfato de cobre hidratado y 3 g de didéxido de selenio) se colocaron en el digestor a
una temperatura de 160 °C por 10 minutos, pasado este tiempo se elevo la temperatura a
250 °C por 10 minutos, posteriormente se aumento la temperatura a 340 °C y se dejé la
digestién hasta que se obtuvo un color verde turquesa, y se dejé enfriar por 24 h,
transcurrido este tiempo se pasé a un microdestilador por arrastre de vapor sistema Kjeldahl
por 5 minutos, y se titul6 con una solucion valorada de H>SO4 al 0.002 N, se us6 como

indicador una solucion mixta de azul de metileno y rojo de metilo, se registré el volumen

. . e NK . . . s
gastado, y se determiné el contenido de nitrégeno (%) de acuerdo la siguiente ecuacién

5.5 y con este resultado posteriormente se determind el porcentaje de proteina como se
describe en la ecuacién 5.6 (AOAC, 1996).

Nitrogeno (%) = (ml H;50)* W H;500) Q8 700 Ecyacion 5.5

g Ms
mg NK = mg de nitrégeno Kjeldahl
g Ms = Kg de muestra seca
ml H250, = Volumen gastado de H>50;.
N H;50, = normalidad de H>50,.
Proteina (%) = Nitrogeno (%) * 6.25 FEcuacion 5.6

Factor de conversion =6.25 (16 % de proteina equivale a 6.25).
5.3.6 Determinacién de Carbohidratos por diferencia

Este resultado se obtuvo a partir del porcentaje remanente de la cuantificacion de los

componentes de la muestra como se indica en la ecuacion 5.7 (Nielsen, 1998):

Carbohidratos (%) = 100 — Humedad (%) — Proteina (%) — Grasa (%) — Cenizas (%)
Ecuacion 5.7
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5.4 Técnicas analiticas: pH, cuantificacién de glucosa y azucares totales.

5.4.1 pH

El pH se determiné en un potenciémetro marca MED PE3090 (AOAC, 1996), previamente
calibrado utilizando soluciones de pH 4 y 7, para lo cual se tomd una muestra de 1 g de
cada harina se suspendié en 100 ml de agua se mezclé y la muestra se analizé por

triplicado.

5.4.2 Cuantificacion de glucosa

La glucosa se determiné colocando 2 g de muestra seca en tubos de vidrio y posteriormente
se agregaron 2 ml de una solucién de H2SO4 al 72 % y se agité por 60 min a 30 °C, pasado
este tiempo se le agregaron 56 ml de agua destilada y se colocaron en autoclave por 60
min a 120 °C transcurrido este tiempo se dejaron enfriar las muestras a temperatura
ambiente, se filtraron con papel filtro y se neutralizaron con CaCOs hasta tener un pH entre
5-6, las muestras se dejaron sedimentar y el sobrenadante se pasé por filtros de nylon de
0.22 um y se analizaron por cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC). Se utilizé un
método isocratico con una fase mévil de una solucién acuosa al 5 mM de &cido sulfurico; a
un flujo de 0.6 ml/min a 60 °C y un tiempo de analisis de 15 minutos. Se empled un equipo
Shimadzu Prominence (Shimadzu Corp. Kyoto, Japén) equipado con una bomba LC-20AT,
una unidad desgasificadora DGU-20AS, un automuestreador SIL-20A HT, un detector
Shimadzu RID-202, un horno CTO-202, se utilizé6 una columna de hidrogeno Aminex HPX-
87H (300 x 7.8 mm). Se preparé una curva de calibracién con glucosa al 95 % de pureza,

a una concentracion de 0 a 5 g/L (Sluiter y col., 2011).

5.4.3 Contenido de azucares totales

Los azucares totales se determinaron empleando la técnica descrita por Dubois y col.
(1956). Se tomd una muestra de 2.5 g de cada harina y se mezclaron con 50 ml de agua
destilada, se tomé 1ml de cada solucién y se colocaron en un tubo de vidrio posteriormente
se les adiciond 1 ml de fenol al 5% y 5 ml de H2SO4 concentrado se dejaron reaccionar las
muestras por 30 min, se agitaron y se leyeron en un espectrofotometro a 490 nm. Se

prepard una curva patron de glucosa a una concentracion de 0.1 a4 g /L.

30



5.5 Analisis microbioldgico, cinéticas de fermentacion, parametros cinéticos, actividad

prebidtica y cuantificacion de acidos grasos de cadena corta.

5.5.1 Analisis microbiolégico

El analisis microbioldgico se realizé siguiendo la metodologia de las Normas Oficiales
Mexicanas (NOM), para lo cual se tomaron 10 g de cada muestra y se diluyeron en 90 ml
de agua destilada estéril, se realizaron diluciones10®, 10* y 10°, posteriormente fueron
inoculadas en cajas de Petri con agar papa dextrosa, para hongos y levaduras (NOM-111-
SSA1-1994), en agar cuenta estandar para mesdfilos aerobios (NOM-092-SSA1-1999) y
agar rojo violeta bilis para coliformes totales (NOM-113-SSA1-1994), se inocularon por el
método de siembra con perlas y se incubaron a 35 °C por 24 - 48 h transcurrido este tiempo

se contaron las colonias presentes en cada caja.

5.5.2 Cinéticas de fermentacion y parametros cinéticos

Para la cinética de fermentacion se realizaron cultivos en matraces con 100 ml de caldo
TPY (triptona, peptona y extracto de levadura) a 35 °C por 12 h, se tomaron muestras cada
2 h hasta 12 h cada muestra se inoculd en cajas de Petri con agar TPY y se incubaron a 35
°C por 24 h, transcurrido este tiempo se realizé conteo en placa, posteriormente con los
resultados obtenidos se construyeron graficas de crecimiento y se determinaron los

parametros cinéticos.

5.5.3 Actividad prebidtica

La actividad prebidtica se midio realizando fermentaciones con bacteria lacticas probidticas
utilizando la técnica descrita por Huebner y col. (2007). Las cepas probitticas empleadas
fueron: Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus rhamnosus Rosell, Lactobacillus casei
Shirota y Lactobacillus acidophilus. El crecimiento bacteriano se determiné usando caldo
TPY en cultivos de 12 h de duracion. Se tomaron alicuotas cada 2 h, se inocularon en placas
de agar TPY y se incubaron a 37 °C por 24 h. Las fermentaciones se realizaron con las
cepas probidticas y con 2 cepas entéricas o patdgenas, para obtener la actividad prebidtica;
como bacterias entéricas se emplearon Salmonella sp y Escherichia coli la actividad se

determiné con la siguiente Ecuacién 5.8.

Ecuacion 5.8

Actividad prebi()tica — ( (AN BAL Probiotico) _ (AN enterica ) )

AN Glucosa (AN Glucosa)
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AN= Nt - NO (log de cfu/mlL al tiempo final “menos” el log de UFC/mL al tiempo inicial) para

cada una de las cepas a evaluar” y como bacteria entérica Salmonella sp).

5.5.4 Acidos grasos de cadena corta

Se tomaron alicuotas al inicio y al final de los cultivos a 0 y 12 h. Estas muestras se utilizaron
para determinar y cuantificar acidos grasos de cadena corta, como son acido acético, acido
propidnico y acido butirico. Los acidos grasos de cadena corta fueron analizados en un
cromatografo de gases Agilent Technologies 7820a GC Sistema, con una columna AT- m
1000 y un detector de ionizacion de flama usando nitrégeno como gas acarreador a un flujo
de 1 ml/min con una rampa de temperatura de 90 a 220 °C en 5 minutos (Manderson y col.,

2005) con una curva de calibracion con una concentracion de 0 a 1000 ppm.

5.5.5 Acido lactico

Se tomaron alicuotas al inicio y al final de los cultivos a 0 y 12 h. Estas muestras se utilizaron
para cuantificar el acido lactico, el cual fue analizado por cromatografia liquida de alto
rendimiento con un equipo Shimadzu Prominence (Shimadzu Corp. Kyoto, Japén) equipado
con una bomba LC-20AT, una unidad desgasificadora DGU-20AS, un auto muestreador
SIL-20A HT, un detector Shimadzu RID-202, un horno CTO-202, utilizando una columna de
hidrogeno Aminex HPX-87H (300 x 7.8 mm) con una fase movil de H.SO4 5 mmol a un flujo
de 0.6 mil/min, temperatura 60 °C con un tiempo de corrida de 20 min y una curva de

calibracion de 0 a 5 g/L (Manderson y col., 2005.).

5.6 Polifenoles totales, actividad antioxidante, actividad antimicrobiana y actividad
antifungica

5.6.1 Preparacion de extractos de pulpa de café y cascara de cacao
Se pesaron 2.5 g de harina de cacao y pulpa de café y se colocaron en un vaso de

precipitado, posteriormente se anadieron 50 ml de solucion al 90:10 de etanol absoluto:
agua, y se colocéd en agitacion a 60 °C por 30 min, pasado este tiempo se dejé enfriar a
temperatura ambiente, se filtr6 con ayuda de un embudo y gasa para eliminar los solidos y
utilizar el liquido sobrenadante, el cual fue almacenado en refrigeracién a 4 °C hasta su
utilizacion.

5.6.2 Determinacion de polifenoles totales

La determinacién de polifenoles totales se llevé a cabo por la técnica de Singleton y col,

(1999). Se usaron los extractos etandlicos de las dos harinas, se les adiciond 1 ml de
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reactivo de Folin-Ciocalteu con 8 ml de solucion Na;COs al 0.7 M se dejo reposar por 2 h
en oscuridad. Al sobrenadante se le midié la absorbancia a una longitud de onda de 765

nm, usando una curva de calibracion de catecol a una concentracion de 0 a 0.5 g/L.

5.6.3 Flavonoides

En la cuantificacion de flavonoides totales se uso la técnica descrita por Vega y col. (2017)
usando NaNOs al 5 %, AlClzal 10 % y NaOH 1 M y 600 pl del extracto etandlico de las
harinas de pulpa de café y cascara de cacao. Se leyo la absorbancia a 415 nm, usando una

curva de calibracion de catequina a una concentracion de 50, 100, 300, 500, 700 y 1000

ppm.

5.6.4 Taninos condensados o proantocianidinas

Se cuantificaron los taninos condensados solubles en solventes organicos, insolubles y
solubles en agua. A continuacion, se describe el procedimiento para la extraccion y
cuantificacién de los taninos solubles en solventes organicos: Se pesaron 100 mg de
muestra y se agregaron 300 pl de metanol acidificado con 0.05 % de acido trifluoroacético
(ATF), la mezcla se agit6 manualmente, y posteriormente se adicionaron 1.7 ml de una
solucion acuosa de acetona acidificada (compuesta por 60 % acetona, 39.95 % agua y 0.05
% ATF), la mezcla se homogeneizd en un Vortéx y se sometié a sonicacion durante 10
minutos, seguida de una extraccion a temperatura ambiente por 57 minutos.
Posteriormente, se centrifugd la mezcla a 4000 rpm durante 5 minutos, se separd el
sobrenadante, que fue utilizado para la cuantificaciéon de taninos solubles, y el precipitado
fue reservado para la extraccion de taninos insolubles. Del sobrenadante, se tomd una
alicuota de 0.5 ml, a la cual se adicionaron 2 ml de una mezcla de reactivos compuesta por
51.5 % acetona, 43 % butanol, 5 % HCIl y 0.5 % agua, la mezcla se agité por 5 segundos
en vortex y, enseguida, se afiadieron 67 pl de una solucion férrica (2 % p/v de NH,Fe (SO,)
> en 2 N HCI), inmediatamente, se separ6é una parte de esta mezcla como alicuota no
calentada, y el resto se incubdé a 70 °C durante 2.5 horas. Tras su enfriamiento a
temperatura ambiente, ambas fracciones (calentada y no calentada) se analizaron mediante
espectrofotometria a 550 nm, y la cuantificacion de taninos se realiz6 a partir de la diferencia

entre las absorbancias de las muestras calentadas y no calentadas.

Para la cuantificacion de taninos condensados insolubles: se tomé el precipitado de la
extraccion anterior y se le agregé 75 pl metanol acidificado 0.05% ATF, se agit6é y afiadio
425 ul de solucién de acetona acuosa acidificada (60 % acetona: 39.95 % agua: 0.05%

ATF) se mezcl6 y se adicionaron 2 ml de mezcla de reactivos (51.5 % acetona: 43 %
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butanol: 5 % HCL: 0.5 % agua) y 67 ul de mezcla de Fe ( 2% p/v NH4Fe(SO4)2 en 2N de
ACL), posteriormente se sonicé por 10 min, posteriormente se tomé una alicuota de la
muestra y el resto fue calentado a 70 °C por 2.5 h, se dej6 enfriar a temperatura ambiente
y se analiz6 en espectrofotdmetro a 550 nm, la cuantificacion de taninos condensados se
realizo a partir de la diferencia entre las absorbancias de las muestras calentadas y no

calentadas.

Para cuantificacién de taninos condensados solubles en agua: Se pesaron 50 mg de la
muestra y se le adicioné 2 ml de agua, se mezcld y sénico por 10 min, se dej6 reaccionar a
temperatura ambiente por 57 min pasado este tiempo se centrifugd a 4000 rpm por 5 min
se tomo una alicuota de 155 pl y se le adicionaron 2 ml de mezcla de reactivos (55.4 %
acetona: 37 % butanol: 4.3% HCL: 3.2 metanol) y 58 pl de mezcla de Fe ( 2% p/v
NHsFe(SOs)2en 2N de ACL) posteriormente se mezcld y se tomo una alicuota de la muestra
y el resto se calenté a 70 °C por 2.5 h y se analiz6 en espectrofotdmetro a 550 nm usando
la alicuota sin calentar y la calentada para restar los valores y obtener el resultado (Philip y
col., 2017).

5.6.5 Acidos hidroxicinamicos

Se pesaron 2 g de cada muestra y se colocaron en un matraz Erlenmeyer de 125 ml se
extrajo con 20 ml de hexano y se agité a 30°c por 30 min y 150 rpm, la fase organica fue
desechada y el procedimiento se realizé tres veces, posteriormente se extrajo con 20 mL
de metanol acuoso (80% v/v + 1% de acido acético+ 19 ml H,O) se agitdé a 55°C por 35 min
y 150 rpm y se centrifugé a 3000 rpm por 30 min. El sobrenadante se filtr6 a través de
membranas de celulosa regenerada con un tamano de poro de 0.22 ym, y se almacenoé a
4 °C para su posterior analisis. Los sélidos fueron utilizados para la hidrélisis alcalina con
una solucion de NaOH 2M se agité a 150 rpm por 4 h a una temperatura de 40 °C, al finalizar
se neutralizé con HCL 6M. Los extractos metandlicos y los extractos hidrolizados y se
filtraron por membranas de nylon de 0.22 ym. Para su cuantificacion se utilizé un equipo de
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) Waters Alliance, con un detector de arreglo
de diodos, empleando una columna C-18. El tiempo de analisis fue de 35 min y el flujo de
la fase movil fue de 0.5 ml /min. Se analiz6 a una longitud de onda de 320 nm. Para la fase
movil se empled un gradiente de concentracion de 10 % metanol y 90% (agua 63.75 %:
acido acético 1.25 %) la cual aumenta de manera gradual con el tiempo de 0 a 20 min hasta

55 % metanol puro y 45 % solucion agua: acido acético; se regresa de manera gradual a la
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concentraciéon inicial al minuto 35: Las curvas de calibracion se prepararon con los
estandares de acido cafeico, acido clorogeénico, acido p-cumarico, acido vainillinico y acido
ferulico, todos con un grado de pureza de 95-99%, con una concentracién de 1 a 50 ppm

(Rodriguez-Duran y col., 2014).

5.6.6 Actividad antioxidante por ABTS (2, 2'-Azinobis-3-etil- benzo-tiazolina-6-acido
sulfénico)

Para determinar la actividad antioxidante se utilizé el método descrito por Re y col. (1999)
usando el reactivo ABTS a una concentracién 7mM con una solucion stock de persulfato de
potasio a 2.54 mM y se diluyé en etanol hasta una absorbancia de 0. Se preparé una
solucion de Trolox para determinar el porcentaje de inhibicién del radical ABTS (1 ml de
ABTS + 10 ml de solucion de Trolox 15 uyM), en funcion del tiempo. Se tomaron lecturas a
los 0, 1, 4 y 6 min, y se calculd la inhibicion (%) del Trolox con la absorbancia del minuto 1
entre la absorbancia del minuto 0 por 100. Se realiza el mismo procedimiento para las
muestras de pulpa de café y cascara de cacao la capacidad antioxidante equivalente a
Trolox de cada extracto se calcula como la relacion de la pendiente del porcentaje de

inhibicién de cada extracto entre la pendiente del porcentaje de inhibicién del Trolox.

5.6.7 Actividad antioxidante por DPPH

Para determinar la actividad antioxidante por el método de DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidracilo) se usé la metodologia descrita por Randhir y Shetty, (2007). Usando el
radical DPPH a una concentracion de 60 uM y los extractos etandlicos dejando reposar por
30 min hasta el cambio de color de morado a amarillo debido a la capacidad de eliminacién
de radicales de los extractos. Se determind absorbancia a 517 nm, la inhibicion (%) se

calculo con la siguiente ecuacion 5.9.

(Absorbancia control—Absorbancia muestra )

Inhibicion (%) = ( ) * 100 Ecuacion 5.9

Absorbancia control

5.6.8 Actividad antioxidante por oxidacion de acido linoleico

Para esta técnica se uso la metodologia descrita por Starzynska-Janiszewska y col. (2008),
usando acido linoleico para lo cual se agregaron 50 ul de extracto etandlico de cada muestra
y se adicion6 100 ul de solucién de acido linoleico (0.56 g de acido linoleico y 1.5 g de
Tween 20 en 8 ml de etanol al 96 %) y 1.5 ml de una solucién de buffer de acetatos 0.02 M
a pH 4. La mezcla se mezclé con vortex y se sonicé (Branson 5800) por 3 min; se agregaron
750 pl de FeCl, 50 M y se incubd a 37 ° C; por 1 h; posteriormente se y agregd 1 ml de

NaOH 0.1 My 2.5 ml de etanol al 10 % (v/v) por ultimo se determiné absorbancia a 232 nm.
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Esta técnica mide la capacidad que tienen los extractos de harinas de pulpa de café y

cascara de cacao para evitar la peroxidacion del acido linoleico.

5.6.9 Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se basa en la medicién de halos de inhibicién, inoculando las
cepas patogenas: E. coli, Salmonella sp. Salmonella typhimurium, Pseudomonas fragilis,
Pseudomonas  fluorences, Pseudomonas  putida, Listeria  monocytogenesis,
Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis, en agar Muller-Hilton BD Bioxon. Se colocan
discos de papel filtro de 1 cm de diametro y se impregnaron con 500 puL de extractos
etandlicos de harinas de pulpa de café y cascara de cacao, asi como de los antibiéticos
comerciales cloranfenicol oftalmico (OPKO, Reg: No. 87541 SSAlV), tetraciclina
comprimidos 250 mg (biotricina) y eritromicina suspensiéon 250 mg/5ml (Bioerter) de los
cuales se adicionaron a una concentracion de 5 mg /ml. Estos antibioticos fueron utilizados
como controles positivos y, por ultimo, como control negativo se utilizé agua, la caja se
divide en tres secciones y se colocaron la muestra problema, el control positivo y el control
negativo, se incubo por 24 h a 37 °C, transcurrido este tiempo se midieron los halos de

inhibicién (Bauer y col., 1966).

5.6.10 Actividad antifungica

Para determinar la actividad antifungica se utilizé la técnica de difusién en agar propuesta
por Liu y col. (2002), para lo cual se utilizaron extractos etandlicos de pulpa de café y
cascara de cacao a una concentracion de 5 mg en 50 ml de solucién de etanol: agua
(90:10), los extractos se mezclaron directamente en la formulacion del agar papa dextrosa
(PDA) la cual se ajust6 a una concentracion de 30 g/l, de este modo al diluir con los extractos
de harinas y los antimicéticos se ajusta a la concentracion recomendada por el fabricante
la cual es de 15 g/l, como controles positivos. Los antimicoticos empleados Ketoconazol
tabletas 200 mg (lizovag), Fluconazol tabletas de 100 mg (Terplex) , y Metronidazol tabletas
500 mg (Messeldazol) todas las presentaciones se ajustaron a una concentracion de 5
mg/ml de agua, como control negativo se utiliz6 agar con etanol sin extracto de los
compuestos, se utilizaron 4 cepas de hongos, Penicillium comunae, Aspergillus niger
ANH15, Aspergillus versicolor y Aspergillus tamarii V12367, se inocularon con 50 pl de
solucién de conidios a una concentracion de 1%108 conidios /ml y se incubaron por 72 h,

pasado este tiempo se midieron los halos de inhibiciéon de crecimiento.
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Segunda etapa
5.7 Peliculas comestibles de pulpa de café y cascara de cacao

5.7.1 Formulacién de peliculas

Las peliculas se elaboraron de la siguiente forma, en un matraz Erlenmeyer con 100 ml de
agua destilada, se coloco caseinato de sodio (6%), glicerol (2%) y harinas de pulpa de café
y cascara de cacao (0.5%), los ingredientes se agitaron hasta suspender todos los
componentes, y se calentdé a 80°C, una vez alcanzada esta temperatura, se deja enfriar y
se deposita sobre un vidrio de 20 cm de lado, se deja secar por 24 h a temperatura ambiente
y una humedad relativa de 25-30 % (Totosaus y col., 2016). A estas peliculas se les
realizaron pruebas de extension, puncion, permeabilidad de vapor de agua, opacidad,
solubilidad, proteina total y espesor.

5.7.2 Extension

Las propiedades de tensién se determinaron de acuerdo con lo reportado por Gennadios y
col. (1993). Las peliculas fueron cortadas en muestras de 1 cm de ancho por 8 cm de largo,
y extendidas hasta su rompimiento a una velocidad de 1 mm/seg, siguiendo las
recomendaciones de la ASTM D882, utilizando un texturometro Brookfield CT-3 (Brookfield
Engineering, Middleboro). La separacion inicial fue de 69 mm. De las curvas carga-
extension se calcularon la fuerza a la tension (carga maxima detectada entre el area de la
seccion transversal de la pelicula, esto es, espesor de la pelicula por el ancho en mm?)
como se muestra a continuacién y el porcentaje de alargamiento (distancia hasta la ruptura
entre la distancia inicial, que fueron 69 mm) como descrito en las ecuaciones 5.10 y 5.11.
También se calculé el médulo de Young como la pendiente de regién linear de la curva

(Newton/s).

Ecuacion 5.10

Carga maximadetectada (N)))

Fuerza de extension = ( - 5
area (m?)

Elongaciéon (%) = ( FEcuacion 5.11

Distancia hasta la ruptura)
Distancia inicial (69mm)

5.7.3 Puncion
La fuerza y la deformacion en el punto de ruptura se pueden determinar con pruebas de

puncién (Gontard y col., 1993). Para lo cual se tomaron las peliculas y se fijaron en una
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celda de 63 mm de diametro y se perforaron con una sonda de 3 mm de diametro, a una
velocidad de 1 mm /s, utilizando un texturometro Brookfield CT-3 (Brookfield Engineering

Middleboro). La elongacion de la pelicula se calculé de acuerdo con la ecuacién 5.12.

¢ =+vVa?+ b? Ecuacion 5.12

a = Distancia inicial
b = Desplazamiento de sonda

¢ = Elongacion de la pelicula (%).

5.7.4 Permeabilidad de vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua se determind gravimétricamente por el método estandar
ASTM (1995), para lo cual se sellé la pelicula por encima del frasco de vidrio que contenia
gel de silice y se colocaron en un desecador que contenia agua destilada (100 % HR) a 25
°C, y se pesaron cada 24 h hasta alcanzar un peso constante, y la permeabilidad al vapor

de agua (g*mm/h *m?*kPa) se calculé con la ecuacion 5.13.

Permeabilidad al vapor de agua = % Ecuacion 5.13

Ma = masa de agua ganada

t =tiempo

a = Area de la pelicula expuesta (A= mx12)

5.7.5 Opacidad

La opacidad se determin6 usando un espectrofotdmetro Varian Cary 50 bio, (Oklahoma,
EUA), a una longitud de onda de 600 nm. por la metodologia descrita por Yang & Paulson,
(2000). La muestra se corto en un rectangulo y se colocé en el lado interno de una celda de

espectrofotdmetro y se realizé la lectura, la opacidad se calculd con la ecuacién 5.14.

Opacidad = (

Absorbancia )

- Ecuacion 5.14
Espesor de la pelicula (mm)

5.7.6 Solubilidad
Las peliculas se cortaron en piezas de 2 x 2 cm? y se secaron a 105°C por 24 h,

posteriormente se colocaron en un vaso de precipitado que contenia 20 ml de agua
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destilada y se almacend por 24 h a 25°C. Enseguida, las muestras de las peliculas se
secaron a 150°C por 24 h. Posteriormente, se pesaron para determinar la materia seca

final. Se calculé la solubilidad (%) con la ecuacién 5.15 de acuerdo con Singh y col., 2020:

(Ms antes de la prueba)—(MS despues de la prueba)

Solubilidad (%) = ( ) * 100 Ecuacion 5.15

(Ms antes de la prueba)

Ms antes de la prueba = Masa seca de la pelicula antes de la prueba

Ms después de la prueba = Masa seca de la pelicula después de la prueba

5.7.7 Proteina soluble

Para la cuantificacién de proteina total se utilizd el liquido sobrante de la prueba de
solubilidad, se colocaron 100 pl de la muestra problema en un tubo Falcén de 15 mly se le
afiadi® 1 ml del reactivo de biuret, se mezclé por unos segundos y se leyé en el
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 540 mn, se realizé una curva de calibracion
de caseina a una concentraciéon de 0-40 mg/ml. Se calcula la proteina soluble con la

ecuacion 5.16 (Téllez-Rangel y col., 2017).

Concentracion de proteina en 30 ml
Peso inicial*proteina inicial (%)*Materia seca (%)

Proteina soluble = ( ) Ecuacion 5.16

Reactivo de biuret: para el reactivo de biuret se agregaron 1.9 g de CuSO4 *5 H,Oy 3.35 g
de tartrato de sodio y potasio, se diluyen en 350 ml de agua y se agregé 100 ml de una
solucion de NaOH a 5 M (Gornall y col., 1949).

5.7.8 Espesor

Se utilizé el micrémetro digital thickness para medir el espesor de peliculas (Anchundia y
col., 2016).

5.8 Recubrimiento de un jamon con la pelicula comestible adicionada con cascara de
cacao

5.8.1 Formulacion de jamon
Para la elaboracién del jamén se utilizé la formulacion que se describe en la Tabla 5.8., los

ingredientes se cortan y se colocaron en la picadora para crear una emulsion y se dejo
cocer por 1 h, pasado el tiempo se tomo la temperatura interna la cual debe estar en minimo
75 °C, posteriormente realizar choque térmico con hielo y almacenar a 4 °C por 24 h,
transcurrido ese tiempo se cortd el jamon en piezas de 1 cm de espesor se colocé en bolsas

selladas al vacio y se almacend a 4 °C hasta su utilizacion.

39



Tabla 5-1 Formulacién de jamoén

Ingredientes %
Carne 50
Lardo 20
Sal 2
Fosfatos 0.5
Sal cura 0.3

Féculade papa 8
Hielo 19.2

5.8.2 Cobertura de jamén con peliculas

La pelicula comestible se desarroll6 como se describe en el apartado anterior, fueron
utilizadas para recibir el jamon ya rebanado en piezas de 1 cm de grosor, asegurando que
cada parte tenga pelicula, se empaqueté en bolsas selladas al vacio y se almacené en
refrigeracion a 4 °C, se tomaron muestras los dias 1, 8, 15, 22 y 30 de almacenamiento y

se realizaron analisis de rancidez oxidativa, humedad, pH, color y textura.

5.8.3 Analisis fisicoquimico

5.8.3.1 Determinacion de rancidez oxidativa

Se determiné la rancidez oxidativa utilizando acido tiobarbiturico segun la metodologia
reportada por Zipser y Watts (1962). De cada muestreo de los diferentes tratamientos a los
1, 8, 15, 22 y 30 dias, las rebanadas de jamdn se picaron y molieron en un mortero para
homogenizar. Se tomaron 10 gramos de muestra y se adicionaron 49 mL de agua destilada
a 50 °C mas un mL de una solucién de sulfonamida (0.5% diluida en HCL al 20%). La
mezcla se colocd en un matraz de 500 mL donde se le adicionaron 2 mL de una solucion
HCL 1:2, 48 mL de agua destilada a 50 °C y 2 gotas de antiespumante de silicon. La muestra
se destild hasta obtener 50 mL, se tomaron 5 mL y se colocaron en tubos de ensaye
agregando 5 mL de solucién de acido tiobarbiturico (0.02 M en acido acético glacial al 90%),
y se llevaron a bafo maria durante 35 min. Se enfriaron y se tomd lectura en el
espectrofotdmetro a 538 nm. La rancidez se expres6 como mg de malonaldehido y se
determino elaborando una curva estandar de 1,1,3,3-tetraepoxipropano a 3x10-° M (Lawlord
y col., 2000), llevado a cabo las diluciones pertinentes, los resultados se reportaron como

mg de malonaldehido por kg de muestra.
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5.8.3.2 Humedad en jamoén

Se determind siguiendo el método oficial 950.46 AOAC, (1996), siguiendo la metodologia
descrita en la seccion 5.3.1, se tomaron 2 g de jamén y se colocaron en cada crisol, se
colocaron a la estufa por 12 h a 110°C, transcurrido este tiempo se dejaron enfriar las
muestras en desecador a temperatura ambiente y se calculé el porcentaje de humedad por

diferencia de peso utilizando la ecuacion 5.17.

Humedad (%) = (M1 — M2) ( 100 ) Ecuacion 5.17

M1-MO
MO = Peso en gramos de crisol

M1 = Peso en gramos de crisol con muestra antes del secado

M2 = Peso en gramos de crisol con muestra después del secado.

5.8.3.3 Determinacion de pH.

El pH se determiné en un potencidmetro marca MED PE3090 (AOAC 920.43). Una muestra
de 10 g de jamon cortado en trozos pequerios se suspendié en 90 ml de agua se mezclo,

los analisis se realizaron por triplicado.

5.8.3.4 Determinacion de color
Se pesaron 10 g de cada muestreo de los diferentes tratamientos a los 1, 8, 15, 22 y 30
dias, el jamon se partio en trozos pequenos y se colocd en un vaso de precipitado de 50 ml

posteriormente se determind el color en coordenadas CIE-Lab (Little, 1975).

5.8.3.5 Perfil de textura
Para el analisis de textura se utilizo un texturometro Brookfield CT-3 (Brookfield Engineering
Middleboro), usando muestras de jamén de 2x2x1 cm determinando parametros como

dureza, firmeza, masticabilidad, elasticidad y adhesividad (Bourne, 1978).

5.8.4 Analisis sensorial (prueba a no a con indice r)
Para el analisis sensorial se utilizd la prueba de a no a con indice r, para lo cual se realizaron

encuestas usando un jamén de referencia y la muestra con pelicula comestible, con la
finalidad de probar si la pelicula tiene influencia en las caracteristicas organolépticas y
fisicas del jamén (Lee y Van-Hout, 2009).

5.8.5 Jamén recubierto con peliculas comestibles e inoculadas con bacterias patdogenas
Para el analisis los productos carnicos recubiertos de peliculas comestibles e inoculados
con bacterias patdgenas se utilizaron cuatro cepas dos gram positivas: Listeria
monocytogenes y Staphylococcus aureus y dos gram negativas: Salmonella typhimurium,
y Escherichia coli, se realizaron indculos en 100 ml de caldo nutritivo para E. coli y S.

typhimurium y de caldo soya-triptona-caseina para S. aureus y L. monocytogenes, y se
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dejaron crecer por 3 h a 30 °C, hasta obtener valores de densidad 6ptica de 0.76 y 0.8 a
585 nm y un crecimiento de 5.2 log UFC/ mly 5.8 log UFC / ml para E. coli y S. typhimurium
respectivamente y una densidad o6ptica de 1.23 y 1.76 y valores de UFC de 6.1 log /mly 5.5
log /ml para S. aureus y L. monocytogenes, respectivamente.

Se utilizaron cortes de jamoén de 10 g, se dejaron reposar con los cultivos de bacterias
patdgenas por 30 minutos, pasado este tiempo se cubrieron con peliculas comestibles de
cascara de cacao, se empaquetaron al vacio y se almacenaron en refrigeracion a 4 °C, se

realizaron muestreo los dias 1, 7, 14 y 21.

El analisis de resultados se llevo a cabo mediante analisis de varianza, analisis (ANOVA),
se utilizé el programa estadistico Number Cruncher Statistical Systems NCSS y Excel para
graficar los datos y obtener los parametros estadisticos descriptivos de los indicadores

principales.

6. Resultados y discusion

Primera parte

6.1 Analisis bromatoldgico
En la Tabla 6.1 se muestran los resultados del anélisis bromatolégico para harina de

pulpa de café y cascara de cacao.

Tabla 6-1 Andlisis bromatolégico de harina de pulpa de café y cascara de cacao

Compuesto (%) Pulpa café Cascara de cacao
Cenizas 8.4 £0.06 8.6 £ 0.36
Humedad 11.5+04 14.2+0.13
Grasa 10.2 £ 0.29 11.5+0.2
Proteina 1.3+£0.5 1.9+£0.5
Carbohidratos 68.7 £ 0.29 63.7£0.3

Los resultados del anadlisis bromatolégico (cenizas, humedad, grasa, proteina y
carbohidratos) estos valores son muy similares a los reportados por Aguirre y col. (2018);

Ameca y col. (2018), quienes también utilizaron la variedad arabiga. Los valores varian
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dependiendo la variedad y el método de secado (Serrat-Diaz y col., 2018), las condiciones
edafoclimaticas de los sistemas de siembra de cafetales (Pinto-Ruiz y col., 2017), se ha
reportado que la variabilidad en la cantidad de proteina podria ser debido a la cantidad de

nitrdgeno presente en el suelo donde el fruto de café se desarroll6 (Aguirre y col., 2018).

La pulpa de café es una fuente potencial de nutrientes y compuestos bioactivos que puede
contribuir a la economia circular (Hassou y col., 2022), al tener un alto potencial para el
desarrollo de alimentos funcionales ricos en fibra y actividad antioxidante que ayuden a
controlar los niveles de azucar en sangre y reducir los niveles de colesterol (Machado y col.,
2023).

Para el caso de cascara de cacao los resultados del analisis los valores se encuentran

dentro de lo reportado por autores como Rojo-Poveda y col. (2020); Burgos y col. (2020).

La diferencia en los resultados puede depender de la variedad de cacao y de la tecnologia
utilizada para separar la cascara del grano, asi como a las condiciones climaticas de las
zonas en estudio (Delgado-Ospina y col., 2021), también afectan otros factores. como la
radiacion solar, la temperatura y la humedad relativa también desempena una funcién muy

importante en la asimilacién de carbono (Chafla y col., 2016).

La Tabla 6.2 muestra los resultados del analisis de fibra para harina de pulpa de café y

cascara de cacao.

Tabla 6-2 Contenido de fibra en harina de pulpa de café y cascara de cacao.

Pulpa de café Cascara de cacao
Fibra (%) 63.9+0.7 70.6 £0.3

En el caso de harina de pulpa de café los valores para fibra (%) son ligeramente mayores
a lo reportado por autores como Ameca y col. (2018) quienes reportan valores de 49.34 a
55.2 %, esta diferencia puede ser atribuida a la variedad de café, al proceso de secado, asi
como a las condiciones climatolégicas que tienen influencia en el metabolismo energético
del fruto (Serrat-Diaz y col., 2018), la fibra en la pulpa de café esta compuesta por 20 % de
fibra soluble y 80 % de fibra insoluble dentro de las que destacan celulosa, lignina y pectina

(Cruzalegui y col. 2021).
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En el caso de la cascara de cacao el valor de fibra determinado es mayor a lo reportado por
autores como Delgado-Ospina y col. (2021) y Rahmat y Syarifuddin, (2024), los cuales
reportan un rango de valores de 48.1 a 60.6 %., la diferencia de los valores de fibra cruda
después del secado ocurre debido a la pérdida de agua, lo que resulta en un contenido
relativamente mayor. El contenido de fibra cuantificado para nuestro coproducto es mayor
al salvado de trigo (40%), el salvado de arroz (26%) y el salvado de avena (17%) (Handojo
y col., 2019), la cascara de cacao esta compuesta por 17.9 % de fibra soluble y 82.1 % de

fibra insoluble dentro de las que destacan lignina y celulosa (Sanchez y col., 2023).

Tanto la pulpa de café como la cascara de cacao tienen valores de fibra de 63 a 71 %,
Wouisbech y col. (2023) afirman que los coproductos altos en contenido de fibra podrian ser
utilizados en dietas e incluso reemplazar a los cereales, esto por su influencia en la
regulacion del metabolismo. Es importante conocer la cantidad de fibra presente en la
muestra ya que a ella se le atribuyen muchas cualidades nutrimentales, asi como su
contribucién al desarrollo de bacterias probidticas ayudando asi a mantener la salud
intestinal (Machado y col., 2023).

6.2 Analisis fisicoquimico

6.2.1 Determinacion de pH, cuantificacion de glucosa y contenido de azucares totales.

La Tabla 6.3 muestra los resultados de pH, glucosa y azucares totales para pulpa de café

y cascara de cacao.

Tabla 6-3 Analisis fisicoquimico de harina de pulpa de café y cascara de cacao

Compuesto Pulpa de café Cascara de cacao
pH 6.04 +0.03 6.25 +0.02
Glucosa (%) 2617 58+ 6
Azucares totales (%) 475 +1 74.5 1+ 1.82

Marcia-Fuentes y col. (2020) reportaron valores de pH de 5.75 para pulpa de café, sin
embargo, ellos evaluaron tres variedades distintas de café, que fueron cultivados a tres
diferentes altitudes lo cual puede hacer variar el pH. Para cascara de cacao han sido
reportados valores de pH entre 6.5-7.28 (Teneda-Llerena y col., 2017) y en cacao variedad
criolla de 5.34-5.56 (Delgado-Ospina y col., 2021).

44



La variacion en el pH puede ser explicado por la cantidad de acidos organicos contenidos
(Botella-Martinez y col., 2021), asi como en el proceso previo y al tiempo de exposicién al
sol (Marcia-Fuentes y col., 2020). Se ha reportado que el pH es un factor importante en la
extraccion de los compuestos fendlicos y en la actividad antioxidante (Ruenroengklin y col.,
2008).

La concentracion de glucosa en la pulpa de café fue de 269.5 mg /g Ms lo que corresponde
al 26.9 %, este valor se puede comparar con lo reportado por Mawaddah y col. (2022) con
un valor de 17 % y Frometa y col. (2020) reportaron un valor de 33 %. Portillo y Arévalo
(2022) reportaron en la pulpa de café la presencia de monosacaridos, disacaridos,
oligosacaridos y polisacaridos. Algunos oligosacaridos pueden aumentar el microbiota

intestinal debido a sus caracteristicas prebidticas (Rohaya y col., 2023).

Para la cascara de cacao la concentracion de glucosa fue de 576.2 mg/ g Ms lo que
corresponde al 57.6 %, autores como Villamizar-Jaimes y Lépez-Giraldo, (2017b) reportan
valores de 46.4 - 74.9 %. La cascara de cacao contiene una gran cantidad de carbohidratos,
éstos son muy importante durante el proceso de fermentacion y son los que le confieren el

sabor y aroma del chocolate obtenido del procesamiento del cacao (Putri-Agus y col., 2018).

El contenido de azlcares totales es de 47.5 + 1.12% y de 74.5 + 1.82 % para la pulpa de
café y en cascara de cacao respectivamente. Mindarti y col. (2020) reportaron valores
similares de azucares totales de 60 - 70 % en cascara de cacao, y Fierro-Cabrales y col.

(2018) reportaron valores de 45.67 % en pulpa de café.

Las principales diferencias entre los valores obtenidos y los reportados podrian ser
explicadas por el grado de madurez del fruto, asi como la altitud del cultivo (Marcia-Fuentes
y col., 2020). Con los resultaos obtenidos podemos decir que tanto la pulpa de café como
la cascara de cacao podrian ser utilizadas como fuente de ingredientes funcionales
aumentando la calidad nutricional de los alimentos, del mismo modo podrian ser utilizadas
como sustrato en el desarrollo de microorganismos benéficos los cuales lo utilizarian como
fuente de carbono para su crecimiento y metabolismo, por otro lado podrian ser una
alternativa en la realizacion de diversas propuestas de bioprospeccién agroindustrial,
generacién de biomateriales y otros productos a partir de materia prima de bajo costo
(Sanchez y col., 2023).
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6.3 Analisis microbioldgico, cinéticas de fermentacion, parametros cinéticos, actividad
prebidtica y acidos grasos de cadena corta

6.3.1 Analisis microbioldgico
La Tabla 6.4 se muestra el analisis microbioldgico para la pulpa de café y la cascara de

cacao, en las muestras se cuantificaron mohos y levaduras, mesofilos aerobios y coliformes
totales, esto con la finalidad de conocer la carga microbiana presente en nuestros

coproductos.

Tabla 6-4 Andlisis microbiolégico de la harina de pulpa de café y la cdascara de

cacao.
Muestra Mohos y levaduras Mesdfilos aerobios Coliformes totales
(log UFC/mL) (log UFC/mL) (log UFC/mL)
Pulpa de café 4.5 5.1 52
Cascara de cacao 4.1 59 4.1

Resultados similares fueron obtenidos por Garcia, (2011); Evangelista y col. (2015) quienes
reportaron valores de 4 a 6 log UFC/mL para hongos y levaduras y de 3.83 - 8.47 log
UFC/mL para meséfilos. Villamizar-daimes y col. (2016) reportaron valores de 4 log UFC/mL
para mesofilos y para hongos y levaduras en cascara de cacao de Colombia, ellos
compararon sus resultados con la Norma Colombiana para harina de trigo y los resultados
se encontraron dentro de la Norma. México no cuenta con Normas para harinas de

coproductos agroindustriales.

Los resultados microbiolégicos pueden variar dependiendo de las diferentes variedades de
café, diferentes suelos y clima, pues se sabe que la carga microbiana esta asociada al
cafeto (Garcia, 2011; Duong y col., 2020); condiciones del medio ambiente, el método de
procesado (Gaime-Perraud y col., 1993); al tipo de recoleccion y limpieza (Villamizar-
Jaimes y col., 2016) asi como al procesamiento al que las muestras fueron sometidas,

temperatura, tiempo y forma de secado.

Los tratamientos a los que son sometidos la pulpa de café y la cascara de cacao influyen
de manera directa en la carga microbiana de estos coproductos, sin embargo, es imperativo
aclarar que nuestros coproductos son considerados desechos para sus respectivas
industrias por lo que son vertidas sin ningun cuidado. Estos resultados son de gran

relevancia para el estudio ya que si se conoce la carga microbiana que nuestros
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coproductos se pueden tomar las medidas necesarias para asegurar la inocuidad de

nuestros productos a desarrollar.

Actualmente en la industria alimentaria para harinas comerciales aplican tratamiento
térmico con la finalidad de disminuir la carga microbiana, en el caso de nuestros
coproductos el tratamiento aplicable seria irradiar con luz UV, autores como Heeger y col.
(2017), aseguran que la aplicaciéon de temperatura puede desnaturalizar los compuestos

fendlicos.

6.3.2 Cinéticas de fermentacion con harinas de pulpa de café y cascara de cacao
La Figura 6.1 muestra las cinéticas de crecimiento (UFC/ml) para las cepas probidticas L.

rhamnosus GG, L rhamnosus Rosell, L. casei Shirota y L. acidophilus cultivadas en medio
TPY y el medio TPY sustituyendo la glucosa del medio (10 g/L) por harina de pulpa de café
(38.46 g/L). Esta formulacion de los medios de cultivo considera la misma concentracion de

glucosa de acuerdo con los resultados mostrados en la Tabla 6.3.

En los resultados de la figura 6.1 se puede observar que no existen diferencias significativas
al comparar los resultados de Ln UFC/mL de L. rhamnosus GG, L rhamnosus Rosell y L.
acidophilus, entre el crecimiento usando pulpa de café y medio TPY con glucosa. Por otro
lado, la cepa L. acidophilus presenta una diferencia significativa presentado el mayor
crecimiento al utilizar glucosa. Myo y col. (2021) reportaron valores de 8 Ln UFC/ mL a 72
h de crecimiento para Lactobacillus plantarum TISTR 543 usando PC como sustrato. Las
cepas estudiadas en este trabajo ademas de metabolizar glucésidos tienen la capacidad de
metabolizar citrato presente en alta concentracién en la pulpa de café. Las principales
discrepancias en los resultados pueden atribuirse a la diferencia de afinidad por el sustrato

utilizado glucosa o harina de pulpa de cafeé.
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Las letras a y b se describe si existe diferencia estadistica entre sustratos, cuando se someten a la
prueba de Tukey (p< 0.05).

Figura 6.1. Cinéticas de crecimiento para las cepas probidticas (L. rhamnosus GG, L
rhamnosus Rosell, L. casei Shirota y L. acidophilus) usando medio TPY con
glucosa y harina de pulpa de café.

En la Figura 6.2 se observan las cinéticas de crecimiento (UFC/mL) para las cepas
prebidticas L. rhamnosus GG, L rhamnosus Rosell, L. casei Shirota y L. acidophilus en
medio TPY sustituyendo la glucosa del medio (10 g/L) por harina de cascara de cacao
(17.24 g/L). Esta formulacién de los medios de cultivo equivale a considerar la misma

concentracién de glucosa de acuerdo con los resultados de la Tabla 6.3.

En la Figura 6.2 se muestra que no existen diferencias significativas para cada una de las
4 cepas estudiadas. EI maximo crecimiento se determiné para la cepa L. casei Shirota con
un valor de 18.6 Ln UFC /mL con glucosa como fuente de carbono y de 17 Ln UFC/mL para
cascara de cacao estos valores son similares a lo reportado por autores como Peng y col.
(2015), que reportan valores de 10.5 Ln UFC/ mL usando medio MRS y cascara de cacao
como sustrato usando la misma cepa probidtica. EI hecho que no existan diferencias
significativas en el crecimiento con glucosa y con cascara de cacao, es indicador de que
las bacterias lacticas probiéticas tienen la capacidad de metabolizar las harinas de los dos

coproductos.
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Conocer las cinéticas de crecimiento es un indicativo de la capacidad que tienen las cepas
probidticas para utilizar el sustrato y de este modo evaluar la capacidad prebiética de la

harina de pulpa de café y cascara de cacao.
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Las letras a y b se describe si existe diferencia estadistica entre sustratos, cuando se someten a la
prueba de Tukey (p< 0.05).
Figura 6.2. Cinéticas de crecimiento para las cepas probidticas (L. rhamnosus GG, L
rhamnosus Rosell, L. casei Shirota y L. acidophilus) usando glucosa y harina de
cdscara de cacao como sustrato.

6.3.3 Parametros cinéticos
La fermentacion es el proceso mediante el cual un sustrato soélido o liquido es transformado

por medio de microorganismos, conocer los parametros cinéticos de crecimiento microbiano
nos ayuda a predecir el desarrollo del proceso de fermentacion y evaluar los rendimientos

y la productividad del proceso (Sri-Rachmania y col., 2017).

La Tabla 6.5 muestra la tasa especifica de crecimiento y el tiempo de duplicacién usando
TPY con glucosa y TPY reemplazando la glucosa por harina de pulpa de café para las cepas
probidticas (L. rhamnosus GG, L rhamnosus Rosell, L. casei Shirota y L. acidophilus), en
este estudio se busca el menor tiempo de duplicacion y la mayor tasa de crecimiento, cabe

recalcar que los datos cinéticos se realizaron sin tomar en cuenta el tipo inicial de cultivo.
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Tabla 6-5Comparacién de Ila tasa especifica de crecimiento y tiempo de duplicacién
con cepas probidticas en medio TPY y medio TPY sin glucosa y adicionado de
harina de pulpa de cafe.

Cepa TPY con glucosa Pulpa de café
b (h7) R? ta (h) p (h7) R? ta (h)
L. rhamnosus GG 0.74 £ 0.05** 0.95 0.93° 0.62 + 0.06"® 0.91 1.12
L. rhamnosus Rosell 0.76 £ 0.05%* 0.95 0.91° 0.67 + 0.04%8 0.96 1.022
L. casei Shirota 0.72 £ 0.05%4 0.95 0.962 0.70 + 0.05%* 0.95 0.98°
L. acidophilus 0.80 + 0.04%* 0.97 0.86° 0.73 £ 0.05% 0.96 0.94°

p= tasa especifica de crecimiento (h-1): R2 = coeficiente de determinacion: td= tiempo de
duplicacién. Las letras minusculas nos indican si existe diferencias significativas entre
cada microorganismo y las letras mayusculas nos indican si existen diferencia entre cada
medio de cultivo, con una prueba Tukey y una significancia de (p< 0.05).

Los resultados muestran que las cepas evaluadas presentan un crecimiento adecuado tanto
en el medio control (TPY con glucosa) como en el medio alternativo formulado con pulpa
de café, aunque con diferencias significativas. Para el medio control los valores de la tasa
especifica de crecimiento (u) variaron entre 0.72 y 0.80 h™', siendo L. acidophilus la cepa
con mayor velocidad de crecimiento con un valor de 0.8 + 0.04 h™' y el menor tiempo de

duplicacion con un valor de 0.86 h.

Al utilizar pulpa de café como sustrato, todas las cepas mostraron una ligera disminucién
en la tasa especifica de crecimiento y aumento en el tiempo de duplicacion, esto debido a
la complejidad de la composicion de pulpa de café que tiene azucares estructurales y una
gran cantidad de fibra por lo que requiere de otras rutas metabdlicas mas complejas y a la

produccion de enzimas para ser asimilados (Esquivel y Jiménez, 2011).

Estos hallazgos sugieren que la pulpa de café, considerada un coproducto agroindustrial,
aporta carbohidratos fermentables y compuestos bioactivos que podrian actuar como
prebidticos selectivos y modular el crecimiento diferencial entre cepas (Mussatto y col.,
2011). Ademas, el elevado ajuste de los modelos de crecimiento (R? = 0.91 en todos los

casos) respalda la confiabilidad de los parametros estimados.

La Tabla 6.6 muestra la tasa especifica de crecimiento y el tiempo de duplicaciéon usando
TPY con glucosa y TPY reemplazando la glucosa por cascara de cacao para las cepas
probidticas (L. rhamnosus GG, L rhamnosus Rosell, L. casei Shirota y L. acidophilus), en
este estudio se busca el menor tiempo de duplicacion y la mayor tasa de crecimiento, cabe

recalcar que los datos cinéticos se realizaron sin tomar en cuenta el punto cero.



Tabla 6-6 Comparacion de la tasa especifica de crecimiento y tiempo de duplicacion
con cepas probidticas en medio TPY y medio TPY sin glucosa y adicionado de
harina de cascara de cacao.

Cepa TPY con glucosa Cascara de cacao
b (h7) R? ta (h) W (h7) R? ta (h)
L. rhamnosus GG 0.74 £ 0.05% 0.95 0.942 0.72 £ 0.06%* 0.95 0.962
L. rhamnosus Rosell 0.76 £ 0.05% 0.95 0.91° 0.73 £ 0.05% 0.95 0.952
L. casei Shirota 0.71 £ 0.05% 0.95 0.962 0.72 £ 0.05% 0.95 0.962
L. acidophilus 0.76 + 0.04%* 0.97 0.91° 0.72 £ 0.05% 0.96 0.962

J= tasa especifica de crecimiento: r2= coeficiente de determinacion: Td= tiempo de
duplicacion. Las letras minusculas nos indican si existe diferencias significativas entre
cada microorganismo y las letras mayusculas nos indican si existen diferencia entre cada
medio de cultivo, con una prueba Tukey y una significancia de (p< 0.05).

Los resultados muestran que no existen diferencias significativas para la tasa especifica de
crecimiento (M) para cada uno de los sustratos, en el caso del control (TPY con glucosa) se
determinaron valores de 0.71 a 0.76 h'y para el medio con cascara de cacao se
determinaron valores de 0.72 a 0.73 h™', lo que indica que las bacterias lacticas metabolizan
los componentes disponibles en la cascara de cacao con una eficiencia comparable al de
la glucosa. Esto puede ser explicado por la alta cantidad de azucares contenidos en la

cascara de cacao, asi como por su alto nivel de fibras soluble (Okiyama y col., 2018).

No se encontraron diferencias significativas en los valores de tiempo de duplicacién para
ambos medios analizados manteniéndose en un rango de 0.91 a 0.96 h. Destaca que en
cascara de cacao los microorganismos probiéticos presentan valores homogéneos que van
de 0.95 a 0.96 h. Por otro lado, los coeficientes de determinaciéon (R?) presentan valores
mayores a 0.95 lo cual indica que el modelo usado (modelo de crecimiento exponencial)
representa adecuadamente los datos experimentales, lo que respalda la confiabilidad de
los parametros estimados. Es importante sefalar que en todos los casos estudiados el
tiempo de duplicacion es cercano a 1 hora lo cual indica que ambos sustratos estudiados
son asimilables por los microrganismos empleados. Cabe sefiala que los resultados de
crecimientos de L. rhamnosus GG, L rhamnosus Rosell mostrados en la Figura 6.2,
presentan una clara descripcion de las diferentes etapas de crecimiento, indicando que

estos casos las cepas se adaptaron muy bien a la composicion del medio de cultivo.
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La cascara de cacao demostrd ser un sustrato alternativo altamente eficiente para el
crecimiento de bacterias probidticas, ya que las tasas de crecimiento y los tiempos de
duplicacion fueron practicamente equivalentes a los observados en el medio TPY con
glucosa, esto resalta su potencial de aprovechamiento en la produccion de probidticos,

fermentacion de alimentos y desarrollo de matrices funcionales (Younes y col.,2023).

6.3.4 Actividad prebidtica

Los 4cidos grasos de cadena corta se definen por presentar menos de 6 atomos de carbono
en su estructura. Se forman mediante la fermentacién de bacterias de la fibra alimentaria y
los carbohidratos no digeribles y son una forma indirecta de medir la actividad prebiética de
las harinas utilizadas (Markowiak-Kopeé, y Slizewska, 2020). Son de suma importancia ya
que tienden a disminuir el pH del medio de crecimiento, inhibiendo asi la proliferacién de

bacterias patégenas y contribuyendo al crecimiento de bacterias benéficas.

Debido a sus funciones, el acido butirico es el mas estudiado de todos los acidos grasos de
cadena corta, se produce por la fermentacion de bacterias anaerdbicas en el colon de
mamiferos y se le atribuyen efectos antiinflamatorios y anticancerigenos (Aiello y col.,
2023).

La Tabla 6.7 muestra el puntaje de actividad prebidtica, de acuerdo con lo indicado en la
seccion 5.5.5, el crecimiento bacteriano se determiné usando caldo TPY en cultivos de 12
h de duracion, tomando alicuotas cada 2 h, e inoculandolas en placas de agar TPY,
incubadas a 37 °C por 24 h, utilizando harinas de pulpa de café y de cascara de cacao
como sustratos, empleando organismos patdgenos Escherichia coli y Salmonella sp, y las
cepas probidticas L. rhamnosus GG, L. rhamnosus Rosell, L. casei Shirota y L. acidophilus.
(Huebner y col., 2007).

Generalmente, los efectos prebiodticos descritos en la literatura no han recibido un valor
cuantitativo, y los diferentes prebiéticos candidatos se comparan principalmente de forma
cualitativa, comparando sus efectos sobre las poblaciones de grupos bacterianos
(Palframan y col., 2003b).

52



Tabla 6-7Puntaje de actividad prebiética empleando harinas de pulpa de café y
cdscara de cacao.

Cepa Actividad prebiotica Actividad prebiotica
Salmonella sp Escherichia coli
Cascara cacao Pulpa café Cascara cacao Pulpa café
L. rhamnosus GG 0.09 0.07 0.25 0.12
L. rhamnosus Rosell 0.10 0.02 0.25 0.08
L. casei Shirota 0.15 0.08 0.29 0.14
L. acidophilus 0.11 0.07 0.26 0.13

Para pulpa de café los valores son mayores usando E. coli, siendo mayor para la cepa de
L. casei Shirota, con un valor de 0.14, seguido de L. acidophilus con un valor de 0.13, L.

rhamnosus GG con 0.12 y L. rhamnosus Rosell con 0.08.

Para la cascara de cacao los valores mas altos se determinaron para L. casei Shirota con
la cepa patdgena E. coli, con un valor de 0.29, seguido de L. acidophilus con un valor de
0.26, L. rhamnosus GGy L. rhamnosus Rosell con 0.25. La cascara de cacao contiene una
gran cantidad de azucares fermentables (74.5%) y un alto contenido de fibra (70.6 %) lo

cual la hace viable para ser utilizada como un prebiético.

Autores como Diaz-Vela y col. (2013) reportaron valores de actividad prebidtica de 0.33
utilizando cascara de tuna; Hernandez Alcantara y col. (2016) encontraron valores de 0.45,
0.40 y 0.38 para cascara de platano, bagazo de zanahoria y cascara de manzana
respectivamente. Zakaria y col. (2018) obtuvieron valores de 0.45 utilizando L. plantarum 'y
arbol del pan como fuente de carbono. Cuando son utilizadas fuentes prebi6ticas como
inulina los valores de indice prebidtico son mas altos, como los obtenidos por Huebner y

col. (2007) con Lactobacillus paracasei obteniendo valores de 1.17.

Los valores bajos de la actividad prebidtica se deben a que las harinas de coproductos
agroindustriales contienen un alto porcentaje de fibra insoluble y los microrganismos
procesan mas rapido la fibra soluble, un ejemplo de ellos es la inulina que contiene 98% de

fibra soluble por esta razén es asimilada de manera mas rapida (Kolida y Gibson 2007).

Sin embargo, no significa que los microorganismos no puedan crecer, solo que necesitan
sintetizar nuevas enzimas para poder digerir estos coproductos a lo que se le conoce como

crecimiento diauxico (Monod, 1949), cabe mencionar que esto no se observo en el presente
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trabajo. La determinacion del puntaje de actividad prebiética es importante en este tipo de
recursos fibrosos, como son la pulpa de café y la cascara de cacao las cuales son
susceptibles a ser hidrolizadas y aprovechadas, dependiendo de si estas fibras son solubles
e insolubles, asi como de la cantidad de carbohidratos libres presentes en la muestra
(Rezende y col., 2021).

6.3.5 Cuantificacion de acidos grasos de cadena corta
La Tabla 6.8 muestra los resultados para la determinacién de acidos grasos de cadena

corta, utilizando pulpa de café y cascara de cacao como sustratos y las cepas probioticas

L. rhamnosus GG, L rhamnosus Rosell, L. casei Shirota y L. acidophilus.
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Tabla 6-8 Acidos grasos de cadena corta (mg /g Ms) y dcido léctico producidos por
diferentes cepas probioticas con harina de pulpa de café y cdascara de cacao usadas
como fuente de carbono.

Compuesto (mg/g Ms)

Cepa probidtica

L. acidophilus L. casei Shirota L. rhamnosus

L. rhamnosus

Rosell GG
Pulpa de café
Acido lactico 121.5+0.04° 84.3 £0.04° 69.4 £ 0.07°¢ 68.6 £ 0.05°
Acido acético 25.7 £ 0.0062 18.8 £ 0.01° 12.7 £ 0.02¢ 21.0 £ 0.06°
Acido propiénico ND ND 2.0+£0.0128 ND
Acido butirico 2.0+0.042 2.1+£0.012 2.1+£0.012 2.0+0.022
Cascara de cacao
Acido lactico 129.7 £ 0.05° 61.8 £ 0.04° 60.7 + 0.02° 70.1£0.06°
Acido acético 41.4+0.03° 10.6 £ 0.02° 11.9 £ 0.03° 17.2£0.02°
Acido propiénico 1.6 £ 0.01° 1.7 £0.01° 2.5 +0.012 1.8 +£0.01°
Acido butirico 2.1+£0.01° 2.1+0.01° 3.2+0.022 2.0+ 0.01°

Nd= no detectado; Los resultados se informan como media * desviacion estandar. Valores
medios dentro de filas seguidos de diferentes letras en superindice (a, b, ¢, d) muestran
diferencias significativas entre microorganismos cuando se someten a la prueba de Tukey
(p < 0.05).

Para la producciéon de acido lactico los resultados mostraron diferencias significativas de
acuerdo con el tipo de cepa, siendo mayor para L. acidophilus, tanto para la pulpa de café
como para la cascara de cacao con valores de 121.5 £ 0.04 y 129.7 = 0.05,

respectivamente.

Para pulpa de café el acido propidnico solo fue detectado en L. rhamnosus Rosell, mientras
que para la cascara de cacao el acido propidnico se detectdé con los 4 microorganismos

siendo mayor para L. rhamnosus Rosell.

Para el acido butirico producido a partir de harina de pulpa de café no se muestran
diferencias significativas en su produccion, sin embargo, para el caso de cascara de cacao

fue mayor significativamente para la cepa L. rhamnosus Rosell.

Aiello y col. (2023) reportaron que la produccion de acido butirico aumenta un 10% en

yogures suplementados con probioticos y hasta 30% cuando se encuentra el probidtico y el
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prebidtico. Kareena y col. (2021) reportaron una mayor produccion de acido acético cuando
crecen en presencia de fructooligosacaridos (FOS), esto debido a que estos estimulan la

produccion de acido acético.

La cantidad de acidos grasos de cadena corta esta ligada directamente con la cantidad de
fibra presente en la pulpa de café y en la cascara de cacao. La alta cantidad de fibra o de
hidratos de carbono se traduce en una alta concentracién de microorganismo benéficos
como Lactobacillus y bifidobacterias, que a su vez contribuyen con la produccion de acido
butirico el cual ayuda a mantener la mucosa intestinal, disminuye la permeabilidad en el
colon y el pH luminal y ayuda a mantener la homeostasis intestinal Ashaolu y col., (2021).
La diferencia en los resultados radica en el tipo de cepa y sustratos utilizados, asi como en

la biodisponibilidad de los compuestos presentes en el mismo.

Conclusién parcial

El presente estudio demuestra que tanto la pulpa de café como la cascara de cacao
representan coproductos agroindustriales con un elevado potencial de aprovechamiento
como fuentes alternativas de compuestos funcionales y sustratos fermentables. Las
cinéticas de fermentacién mostraron que las cepas probidticas evaluadas son capaces de
crecer tanto en medios convencionales con glucosa como en medios formulados con
harinas de pulpa de café o cascara de cacao, este ultimo exhibid un comportamiento
comparable al de la glucosa, lo que resalta su eficiencia como sustrato alternativo, en
cuanto a la actividad prebidtica, ambas harinas promovieron el crecimiento de bacterias
benéficas frente a patégenos como E. coli y Salmonella sp., destacando nuevamente la
cascara de cacao, la cual presentd valores superiores debido a su mayor proporcion de
azucares fermentables y fibras solubles. Finalmente, la cuantificacion de acidos grasos de
cadena corta y acido lactico confirmé la capacidad de ambos coproductos para inducir
metabolitos de interés funcional metabolitos, asociados a la salud intestinal y efectos
antiinflamatorios, refuerzan la importancia de la fibra y carbohidratos presentes en los

coproductos como moduladores de la microbiota.

En conjunto, los resultados resaltan que la pulpa de café y la cascara de cacao son
sustratos viables para la fermentacién probidtica, capaces de aportar beneficios prebidticos
y funcionales. La cascara de cacao destaco por su mayor eficiencia fermentativa y actividad

prebidtica. Estos hallazgos abren la posibilidad de revalorizar dichos coproductos en el
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desarrollo de ingredientes funcionales, favoreciendo tanto la sustentabilidad agroindustrial

como la innovacién en alimentos saludables

6.4 Polifenoles totales y actividad antioxidante
6.4.1 Polifenoles totales, flavonoides, taninos condensados y acidos hidroxicinamicos.

La Tabla 6.9 muestra el contenido de polifenoles en extractos etandlicos de pulpa de café
y cascara de cacao, analizando parametros como polifenoles totales, flavonoides, taninos
condensados y acidos hidroxicinamicos. Los compuestos fendlicos son un grupo muy
extenso de compuestos con actividad bioldgica que pueden ser encontrados en diferentes

alimentos.

Tabla 6-9 Contenido de polifenoles en harinas de pulpa de café y de cascara de

cacao
Parametro Harina de pulpa de Harina de cascara
café de cacao
Contenido total de polifenoles (Eq. acido 3.8+0.21 41+£0.2
galico mg/g)
Flavonoides (Eq. catequina mg/qg) 1.2+0.05 1.3+£0.3
Taninos condensados (mg/g)
Solubles en solventes organicos 0.8 £0.09 1.2+0.1
Solubles en agua 1+0.01 0.85+0.01
Insolubles 0.2+0.01 0.6 £0.02
Acidos hidroxicinamicos (mg/g)
Acido clorogénico 0.4 +0.04 ND
Acido cafeico 0.03 +0.003 ND
Acido ferulico 0.03 + 0.003 0.03 + 0.001
Acido vainillinico ND 0.07 £ 0.01

Para la pulpa de café los valores obtenidos pueden ser comparados con lo que reportan
autores como Cruzalegui y col. (2021) que para polifenoles documentaron valores de 1 a 3
mg Eq de acido galico / g Ms, para flavonoides autores como Sangta y col. (2021) reportan
1.03 mg /g Ms, para acido clorogénico Cafnas y col. (2022) determinaron valores de 0.12 a

1.45 mg ACL/g Ms. Palmeri y col (2018) concluyeron que a los polifenoles en especial a los
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acidos hidroxicinamicos como el acido clorogénico se les atribuyen propiedades
antimicrobianas antioxidante, antibacterial y antiviral, ademas de tener influencia en el
metabolismo de glucosa y lipidos Yu y col. (2022). La diferencia en los resultados puede
ser atribuido al clima y altitud del cultivo, al grado de madurez, Rodriguez-Duran y col.
(2014) determinaron que el grado de madurez tiene influencia en la cantidad de acidos
hidroxicinamicos presentes en la pulpa de café, al tratamiento de la muestra, asi como a

las técnicas de extraccion y a los solventes utilizados (Torres-Mancera y col., 2021).

Para la cascara de cacao los valores en general fueron mas altos en comparacion con pulpa
de café, autores como Papillo y col. (2019) que para polifenoles reportan valores de 3.4 a
8.02 mg /g Ms, para flavonoides autores como Okiyama y col. (2018) reportan valores de
0.18 a 3.5 mg/g Ms y para acidos hidroxicinamicos Rebollo-Hernanz y col. (2021) reportan
valores de 0.0146 mg /g para acido vainillinico y de 0.0152 mg /g Ms para acido ferulico.
Los valores reportados son similares a lo documentado por los autores antes mencionados.
La bioaccesibilidad y biodisponibilidad de los polifenoles es importante, ya que, aunque los
compuestos fendlicos disminuyen durante la digestion, los acidos hidroxicinamicos pueden
llegar al colon y ser metabolizados por bacterias lacticas y bifidobacterias (Cafias y col.,
2022). Algunos polifenoles, como los taninos condensados altamente polimerizados y los
fenoles asociados con proteinas y polisacaridos de las paredes celulares, estan asociados

con la fibra dietética y pueden resistir la hidrélisis de las enzimas digestivas.

Los resultados obtenidos nos indican que tanto la pulpa de café como la cascara de cacao
son fuente de polifenoles por lo que podrian ser utilizadas como fuente de ingredientes
funcionales, se sabe que la cantidad de polifenoles presentes tiene influencia directa en la
actividad antioxidante, también se le atribuyen capacidad antimicrobiana y antifungicas.
Diaz-Hernandez y col. (2022).

6.4.2 Actividad antioxidante

En la Tabla 6.10 se muestran los resultados de actividad antioxidante de los extractos
etandlicos obtenidos a partir de las harinas de pulpa de café y cascara de cacao, usando
distintos radicales como DPPH, ABTS e inhibicion de la oxidacion de acido linoleico. Un
antioxidante “es una sustancia que al estar presente en menor concentracion respecto a la
de un sustrato oxidable, retrasa o previene significativamente la oxidacion de este sustrato”

(Zamora-Guevara y col., 2022).
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Tabla 6 10 Actividad antioxidante de los extractos etandlicos obtenidos de harinas
de pulpa de café y cascara de cacao

Parametro (mg E Trolox /g Harina de pulpa de café Harina de cascara de
MS) cacao
ABTS 58.42 +0.05 72.68 0.2
Poder antirradical por DPPH 66.73 £0.09 72.06 +£0.02
Inhibicion de oxidacion de 58.38 +0.6 80.38 £ 0.2

Acido linoleico

Tanto para pulpa de café como para cascara de cacao se observan diferencias en la
actividad dependiendo del método utilizado, de manera particular se observé que la harina
de cascara de cacao muestra en los tres analisis una mayor capacidad antioxidante esto
puede ser atribuido a que la cascara de cacao posee una matriz lignificada y rica en
compuestos fendlicos. La diferencia en los resultados puede ser explicada por la
especificidad y los mecanismos de reaccién que cada radical tenga con los compuestos
antioxidantes presentes en la muestra, asi como al manejo agrondémico, el tipo de suelo, el
clima, la altitud y el tiempo de maduracion del fruto Serna-Jiménez y col. (2023); Ramon-
Goncgalves y col. (2019). Las condiciones de tratamiento de la muestra para el despulpado,
el calor aplicado, o incluso el tiempo que pasa en el sol puede tener influencia directa en la

actividad antioxidante (Heeger y col., 2017).

Es importante senalar que los polifenoles presentes en ambos coproductos mostraron
capacidad antioxidante y capacidad de eliminacion de radicales libres, superiores a las
reportadas en otras fuentes de fibra dietética, como el salvado de trigo (Lecumberri y col.,
2007).

Los métodos ABTS y DPPH se basan en la capacidad de eliminacién de radicales libres
por medio de la neutralizacion de catién radical, a diferencia del analisis de inhibicion de
oxidacién de acido linoleico el cual se basa en impedir que el compuesto se oxide, Oktaviani
y col. (2020). La actividad antioxidante depende de la concentracién y el tipo de polifenoles

presentes, aunque la relacion entre el contenido de polifenoles y la actividad antioxidante
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no esta directamente relacionada ya que existen varias moléculas reactivas con diferentes

respuestas como antioxidantes (Alcalde y col., 2019).
Conclusién parcial.

El analisis de polifenoles totales y de la actividad antioxidante permite destacar que tanto la
harina de pulpa de café como la harina de cascara de cacao son matrices con un potencial

bioactivo relevante, aunque con perfiles diferenciados.

La pulpa de café destacé por su contenido de acidos hidroxicinamicos, en particular acido
clorogénico y acido cafeico, compuestos a los que se atribuyen propiedades antioxidantes,
antimicrobianas y reguladoras del metabolismo de lipidos y carbohidratos. Estos
metabolitos secundarios hacen de la pulpa de café una materia prima prometedora para
aplicaciones funcionales especificas relacionadas con la salud metabdlica. Por otro lado, la
cascara de cacao presentd en general mayores niveles de polifenoles totales, flavonoides
y taninos condensados, lo que se reflejé directamente en una mayor capacidad antioxidante
medida mediante los métodos ABTS, DPPH e inhibicion de la oxidacion del acido linoleico.
Este perfil la posiciona como un ingrediente con un marcado potencial para la formulacion

de alimentos con propiedades protectoras frente al dafno oxidativo.

En conjunto, ambos coproductos se consolidan como matrices ricas en antioxidantes
naturales, con particularidades que pueden ser aprovechadas de manera diferenciada: la
pulpa de café como fuente de acidos hidroxicinamicos bioactivos, y la cascara de cacao
como una fuente mas concentrada de compuestos fendlicos con fuerte capacidad de
eliminacion de radicales libres. Esta dualidad les confiere un valor agregado como
ingredientes funcionales y nutracéuticos, ademas de contribuir a la valorizacion sostenible

de subproductos agroindustriales.

6.5 Actividad antimicrobiana y actividad antifungica

6.5.1 Actividad antimicrobiana
La Tabla 6.11 se muestra los diametros de inhibicion por el método de difusién de disco del

extracto etandlicos para harina de pulpa de café y cascara de cacao, los antibidticos
utilizados fueron: cloranfenicol, tetraciclina y eritromicina utilizando las cepas microbianas:
E. coli, Salmonella sp, P. fragilis, P. fluorescens, P. putida, L. monocytogenes, S. aureus,

B. subtilisy S. typhimurium.



En este método se busca obtener el mayor halo de inhibicidn, lo que es indicativo de la
efectividad antifungica de las harinas de pulpa de café y cascara de cacao, y compararlas
con antifungicos comerciales.

Tabla 6-11 Actividad antimicrobiana por método de difusiéon en disco del extracto

etanolico de harina de pulpa de café y cascara de cacao en comparacioén con
antibiéticos comerciales contra las diferentes cepas de patégenos.

Diametro de halos de inhibicion (cm)

Cepa Cloranfenicol Tetraciclina Eritromicina Pulpa de café Cascara de
cacao
E. coli 0.5+0.07¢¢ 0.6 £ 0.148.d 1+0.07Ad 0.7 £ 0.058.¢ 0.5 +0.04%¢
Salmonella sp 0.5+0.07¢¢ 1.4 £0.078¢ 0.7 £ 0.06*° 0.4 £0.078° 0.4 +£0.05%°¢
P. fragilis 1.4 +0.06% 2 0.5+0.15%2 0.6 + 0.04* 2 0.3+0.0582 0.3+0.03%2
P. fluorescens 0.5+0.07¢¢ 0.5+ 0.148d 0.9 +£0.077¢ 0.3 £0.028¢ 0.4 +£0.02¢¢
P. putida 0.4 £0.07%¢ 0.4 +£0.078.d 0.7 £ 0.02*d 0.3 +£0.07B2 0.5 +0.04%¢
L. monocytogenes 0.6 + 0.06%° 0.5 + 0.068 ¢ 1+0.140° 0.4 £0.058° 0.4 £ 0.05%°
S. aureus 0.5+ 0.05¢¢ 0.9 £ 0.148.d 0.8 £ 0.07~¢ 0.3+0.03%¢ 0.5+ 0.06%¢
B. subtilis 0.6 £ 0.05%" 1.6 £ 0.078:¢ 0.6 +0.3~P 0.3+0.08%° 0.4 £0.02¢°
S. typhimurium 0.4+ 0.07%¢ 0.4 £ 0.078.d 0.9 £0.14Ad 0.3 £ 0.058.¢ 0.4 +0.07%¢

Los resultados se informan como media £ desviacion estandar. Valores dentro de filas con
superindice (a, b y ¢) muestran diferencias significativas para cada microorganismo con
cada tratamiento, y los super indices (A, B y C) muestran diferencias significativas para

cada tratamiento, en una prueba Tukey (p < 0.05).

Se observa que la mayor actividad antimicrobiana con un nivel de significancia (P>0.05) se
presenta con los antibioticos comerciales eritromicina y tetraciclina y el extracto de pulpa
de café, los resultados indicaron que el extracto etandlico de harina de pulpa de café
presentd una actividad antimicrobiana parecida a la tetraciclina cabe resaltar que no se
conoce el mecanismo de accidén de inhibicion por lo que no se puede concluir que son
iguales. La menor actividad antimicrobiana se presentd para cloranfenicol y extracto de
harina de cascara de cacao, los resultados indican que el extracto etandlico de harina de
cascara de cacao tiene una capacidad inhibidora parecida al cloranfenicol de igual forma
no se conoce especificamente su mecanismo de accién por lo que no se puede concluir
que sin iguales. Podemos observar que la cepa significativamente mas sensible a los

antimicrobianos comerciales fue P. fragilis, sequida de L. monocytogenes, B. subtilis y
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Salmonella sp, con un nivel de significancia de (P>0.05). El resto de las cepas fueron menos
sensibles a estos antimicrobianos (E. coli, P. fluorescens, P. putida, S. aureus y S.
typhimurium). Los resultados obtenidos pueden ser comparados con lo que reportan
autores como Jaisan y Punbusayakul (2016), que para extractos etandlicos de pulpa de
café reportaron halos de inhibicién de 0.67 cm para S. aureus, de 0.7 cm para B. subtilis y

S. Typhimurium, de 0.66 cm para L. monocytogenes.

Para extractos etandlicos de cascara de cacao autores como Kayaputri y col. (2020) y
Desvita y col. (2021) reportan valores de 0.43 a 0.6 cm para E. coli y valores de 0.42 a 0.74
cm para S. aureus. Las diferencias en los resultados se atribuyen al tipo de compuestos
fendlicos, a la técnica, disolventes empleados vy el tipo de extraccion utilizada, asi como
condiciones edafoclimaticas que influyen en la cantidad de compuesto polifendlicos libres

en la muestra (Jaisan y Punbusayakul (2016).

Las bacterias grampositivas poseen una pared celular gruesa de peptidoglicano la cual es
porosa lo que permite el paso de sustancias como polifenoles y taninos, los cuales
interaccionan con proteinas y lipidos de membrana lo que causa permeabilidad, perdida de
integridad y desnaturalizacion de enzimas. En el caso de bacterias gram negativas su pared
celular es mas compleja con doble membrana que actia como una berrera frente a

compuestos hidrofébicos lo que le confiere mayor proteccion (Duangjai y col., 2016).

Los mecanismos de accion antimicrobiano dependen del tipo de compuesto fendlico por
ejemplo los acidos fendlicos son parcialmente lipofilicos por lo que atraviesan la membrana
celular por difusion pasiva causando dafio al aumentar la permeabilidad (Lobiuc y col.,
2023). Los flavonoides hidrofébicos pueden penetrar el nucleo no polar de la membrana
celular de las bacterias, asi como penetrar la bicapa lipidica alterando la funcién de barrera
de la membrana celular o pueden causar la fusion de la membrana, un proceso que resulta
en fuga de materiales internos de membrana (Mandi¢ y col., 2019). En el caso de taninos
condensados la quelaciéon del hierro es uno de los modos de accion contra las bacterias, ya
que el hierro es esencial para el crecimiento bacteriano, otro mecanismo de accién es
inactivar las enzimas involucradas en la sintesis de la pared celular o se unen directamente

a la capa de peptidoglucano de la pared celular (Engels y col., 2009).

Tanto la pulpa de café como la cascara de cacao poseen diversos compuestos los cuales
afectan la actividad antimicrobiana. Los antibiéticos utilizados en estos estudios fueron el

cloranfenicol, la tetraciclina y la eritromicina que son antibidéticos de amplio espectro,
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bacteriostaticos que inhiben la sintesis de proteinas, es por esto, que siempre los
antibiodticos comerciales van a presentar una mayor actividad antibacteriana que los
coproductos agroindustriales. También la actividad antibacteriana depende del tipo de

microorganismo, Gram positivo o Gram negativo ya que son diferentes en su pared celular.

6.5.2 Actividad antimicotica

En la Tabla 6.12 se muestra la actividad antifungica de los extractos etandlicos de pulpa de
café y cascara de cacao en comparacion con antifiungicos comerciales los cuales fueron:
ketoconazol, fluconazol y metronidazol, usando las cepas Penicilium comunae, Aspergilus
niger ANH15, Aspergillus versicolor y Aspergillus tamarii V12367, y como control negativo
se utilizé el medio de cultivo PDA, los valores de crecimiento en PDA se utilizaron para
obtener el porcentaje de inhibicion.

Tabla 6-12 Actividad antifungica por método de difusiéon en agar con extracto

etandlico de harina de pulpa de café y cascara de cacao en comparacion con
antifungicos comerciales contra las diferentes cepas de hongos patégenos.

Cepa Ketoconazol Fluconazol Metronidazol Pulpade  Cascarade
(%) (%) (%) Café (%) Cacao (%)
T b b b
Penicilium comunae 81.0£0.4 64.3+0.4 226£0.9 100° 96.9:0.2
. : a a b a a
Aspergilus niger ANF1S — g1.9404"  70.220.2 2.120.8 772403 745402
. . b b b b
Aspergillus versicolor 57 4405 57.420.2 246:06 754804  63.9£0.3
. . b b b
Aspergillus tamari 655:06  48.3:0.4 207:05 ~ 845:03 741102
V12367

Los resultados se informan como media + desviacion estandar. Valores medios dentro de
filas seguidos de diferentes letras en superindice (a, b y ¢) muestran las diferencias entre
cada microorganismo con cada antimicotico, pulpa de café y cascara de cacao utilizada
esto cuando se someten a la prueba de como Tukey (p < 0.05).

Podemos observar que la mayor actividad antifungica para los antimicéticos utilizados con
un nivel de significancia (P>0.05) se presenta en el extracto etandlico de pulpa de café y en
el antimicotico comercial ketoconazol. El extracto etandlico de pulpa de café presentd una
actividad antifungica parecida al ketoconazol y que el extracto etandlico de cascara de

cacao presentd una actividad antifungica parecida al fluconazol. La menor actividad se



presentd para el antifingico comercial metronidazol. Podemos observar que la cepa
significativamente mas sensible a los antimicoticos comerciales, asi como a los extractos
etandlicos de pulpa de café y cascara de cacao con un nivel de significancia de (P>0.05)
es P. comunae, seguida de A. tamariiy A. versicolor, la cepa de A. niger ANH15 resulté ser

menos sensible a todos los tratamientos.

Rachmawaty y col. (2018), reportaron que la cascara de cacao puede ser utilizada como
fungicida natural, encontrando valores de halos de inhibicién de 0.3 a 1.1 cm para Fusarium
oxysporum hongo patégeno en tomates. Hutasoit y col. (2020) reportaron actividad
antimicdtica de la cascara de cacao contra Trychophyton rubrum hongo que causa serios
problemas de dermatomicosis en humanos, cuando se aumenta la concentracion de la
cascara de cacao, aumenta la inhibicién. Sangta y col. (2021) analizaron la actividad
antifungica de extractos de pulpa de café para cepas como Alternaria brassicicola 1.2 cm,
Pestalotiopsis sp. no presenté crecimiento y Paramyrothecium breviseta 0.63 cm. Alvarado-
Ambriz y col (2020), reportan valores de 3.1 a 5 cm de halos de inhibicion para Aspergillus

niger.

Sung & Lee (2010) estudiaron el modo de accién de los polifenoles como antimicoéticos,
especificamente el acido clorogénico. Ellos concluyeron que el acido clorogénico rompe la
membrana lipidica provocando la salida de iones y otros materiales, con esto se disipa el
potencial membrana, lo cual hace que se rompa la estructura de la membrana celular. El
acido galico también ha sido estudiado como antimicético contra Fusarium solani hongo
patdgeno de plantas de pepino, reportaron que a una concentracién de 500 ppm las hifas
se rompen a las 24 horas de incubacion, esto debido a que aumentan las actividades de
las enzimas quitinasas y peroxidasas (Nguyen y col., 2013). Sangta y col. (2021) le
atribuyen al acido cafeico y al galato de epigalocatequina ser responsables de las
propiedades antifingicas, el acido cafeico induce las enzimas lipoliticas patdgenas que
desintegran las membranas celulares del hongo, provocando asi una fuga celular, ademas,
puede inhibir directamente la sintesis de proteinas en las células patégenas en cepas de
hongos como Aspergillus niger, Fusarium graminearum y A. alternata que causan deterioro
de los alimentos. Con estos estudios, se puede ver que la accion de los polifenoles es

fungicida por lo que se podrian ocupar como biofungicidas naturales.

Conclusion parcial

64



Los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad antimicrobiana y antimicética de
los extractos etandlicos de harina de pulpa de café y cascara de cacao evidencian que
ambos coproductos agroindustriales poseen compuestos bioactivos capaces de inhibir el

crecimiento de microorganismos patogenos.

En la actividad antibacteriana, el extracto de pulpa de café mostré una capacidad inhibidora
significativamente mayor que la cascara de cacao, alcanzando niveles comparables a los

antibioticos comerciales de amplio espectro, particularmente a la tetraciclina.

En cuanto a la actividad antimicotica, el extracto etandlico de pulpa de café destaco con la
mayor inhibicidn, alcanzando valores equivalentes a los obtenidos con ketoconazol, el
antimicético comercial mas eficaz del estudio. La cascara de cacao mostré una inhibicién
moderada, comparable al fluconazol, mientras que el metronidazol presento el menor efecto

antifungico.

Estas diferencias en la actividad antimicrobiana y antifungica pueden atribuirse a la
diversidad y concentracién de compuestos fendlicos presentes en ambos materiales, asi
como a su interaccion con la estructura celular de bacterias y hongos. En conjunto, los
resultados confirman el potencial de la pulpa de café y la cascara de cacao como fuentes
de compuestos bioactivos con actividad antimicrobiana y antimicoética, lo que respalda su

uso potencial como alternativas naturales.

Conclusién parcial de la primera parte

Los resultados obtenidos demuestran que tanto la pulpa de café como la cascara de cacao
poseen un notable potencial como coproductos agroindustriales valorizables, debido a su
composicion bromatoldgica, fisicoquimica y funcional. En términos nutricionales, ambos
materiales presentan altos contenidos de carbohidratos y fibra dietética superiores al 60 %,
asi como cantidades apreciables de compuestos bioactivos, lo que los posiciona como

ingredientes alternativos para el desarrollo de alimentos funcionales.

Los analisis fisicoquimicos evidenciaron diferencias en el contenido de azucares,
destacando el elevado nivel de glucosa y azucares totales de la cascara de cacao, lo cual

facilita su aprovechamiento como fuente de carbono fermentable.

Las cinéticas de fermentacion y los parametros cinéticos revelaron que ambos coproductos

permiten un crecimiento adecuado de las bacterias probidticas evaluadas, mostrando tasas
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especificas de crecimiento y tiempos de duplicacion comparables a los obtenidos con
glucosa estandar. Esto confirma su asimilaciéon eficiente como sustratos alternativos. La
cascara de cacao destacé particularmente por su estabilidad en los parametros cinéticos,
mientras que la pulpa de café, debido a su mayor complejidad estructural, generd tasas

ligeramente menores, pero igualmente satisfactorias.

La actividad prebiotica obtenida, expresada mediante el puntaje de inhibicién diferencial
entre microorganismos benéficos y patégenos, confirma que ambos sustratos favorecen el
crecimiento de cepas probidticas sobre bacterias indeseables, lo que evidencia su
capacidad para modular positivamente la microbiota. Para polifenoles la pulpa de café
destaco por su contenido de acidos hidroxicinamicos, en particular acido clorogénico y acido
cafeico, compuestos a los que se atribuyen propiedades antioxidantes, antimicrobianas y
reguladoras del metabolismo de lipidos y carbohidratos en tanto que para la cascara de
cacao presentd en general mayores niveles de polifenoles totales, flavonoides y taninos
condensados, lo que se reflejé directamente en una mayor capacidad antioxidante. Este
perfil la posiciona como un ingrediente con un marcado potencial para la formulacion de

alimentos con propiedades protectoras frente al dafio oxidativo.

En cuanto a la actividad antimicotica, el extracto etandlico de pulpa de café destacé con la
mayor inhibicién, alcanzando valores equivalentes a los obtenidos con ketoconazol, el
antimicético comercial mas eficaz del estudio. La céscara de cacao mostré una inhibicion
moderada, comparable al fluconazol, mientras que el metronidazol presenté el menor efecto
antifungico. Se identificé que Penicillium comunae fue la cepa mas sensible a todos los

tratamientos, mientras que Aspergillus niger ANH15 resulté ser la menos susceptible.

En conjunto, estos hallazgos demuestran que tanto la pulpa de café como la cascara de
cacao no solo representan una alternativa sostenible para la economia circular y la
reduccion de residuos agroindustriales, sino que también son candidatos prometedore

como fuentes de ingredientes funcionales.
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Segunda parte
6.6 Analisis fisicoquimicos de peliculas comestibles de cascara de cacao y pulpa de café.

Tabla 6-13 se muestran los resultados de los andlisis fisicoquimicos para peliculas
comestibles adicionadas con harina de pulpa de café y cascara de cacao.

Pelicula Elongacién Fuerza Modulo Puncién  Permeabilidad Solubilida Proteina Espesor Opacidad
(%) extension de (%) al vapor de d soluble (mm) (mm™)
(N/cm?) Young agua (%) (%)
(N/m?) (g*mm/h
*m?*kPa)
Pulpa 10.9°£0.01 525.0°+53 3.6°+0.4 2.4°+0.4 1.1°£0.05 46.2°+2.8 4.7°+0.3 0.21°+0.09 7.6°%0.3
de café
Cascara 20.2°+1.50 878.6°+45 3.6°+0.4  1.5°40.3 1.8°+0.01 37.0°+2.1  3.7°+0.05 0.20%+0.03 9.12+0.4
de
cacao
Testigo  49.5°+0.05 266.2°+19 2.6°+0.3 4.92+0.4 2.12+£0.02 34.1°+2.5 3.9°+0.52 0.23%+0.01 6°+0.3

Para la pelicula comestible adicionada con harina de pulpa de café se determiné un
porcentaje de elongacién de 10.92 %, el cual es bajo en comparacion con la pelicula testigo
(49.53%). Esta caracteristica la hace menos flexible y poco maleable, para fuerza de
extensiéon se obtuvo un valor de 525 N/ cm? (5.2 MPa) es cual es mayor que la pelicula
testigo y es un indicativo de la resistencia de la pelicula a la rotura, para modulo de Young
se determind un valor de 3.57 N/ cm? lo cual es un indicativo de una alta rigidez a la
deformacion (Sucheta y col.,, 2019), estos tres parametros antes mencionados estan
relacionados y nos indican que la pelicula de harina de pulpa de café, es rigida, poco flexible
y muy resistente, lo que para términos de este estudio nos limita ya que seria complicado
que se adapte al alimento a recubrir, por otra parte para el porcentaje de puncién se reporté
un valor de 2.41 % este parametro nos indica la resistencia al desgarro o la flexibilidad
localizada en un punto (Yuan y col., 2021), para permeabilidad al vapor de agua se
determino un valor de 1.09 g*rmm/h *m?*kPa el cual es bajo en comparacion con el testigo
y representa una buena barrera contra el paso del vapor de agua, para la solubilidad se
reportd un valor de 46.2 %, en comparacion con las otras peliculas estudiadas esta es la
mas soluble, lo que favorece la biodegradabilidad, se determiné un porcentaje de proteina
soluble de 4.67% representa el mayor valor en comparacion con la pelicula testigo y la
pelicula de cascara de cacao lo que representa menor estabilidad en los enlaces proteicos
los cuales pueden romperse con facilidad lo que le resta firmeza estructural a la pelicula
(Bonilla y col., 2013). El espesor de la pelicula a adicionada de harina de pulpa de café fue

de 0.21 mm, esto es importante ya que tiene repercusiones en otros parametros como la
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elasticidad, la resistencia y la permeabilidad al vapor de agua, este valor esta dentro de lo
establecido por autores como (Shanbhag y col., 2023). Para la opacidad se determin6 un
valor de 7.6 mm, la luz puede provocar modificaciones o descomponer ciertos compuestos
en productos alimenticios, por tanto, se busca que la pelicula comestible represente una
barrera contra el paso de la luz, nuestros resultados son mayores a la pelicula testigo pero
menores a la pelicula de cascara de cacao por lo que se puede decir que la pelicula
comestible de harina de pulpa de café confiere una proteccion moderada al paso de luz
(Suriati y col., 2023). Los resultados de este trabajo pueden ser comparados con los
reportados por autores como Vallejos-Jiménez y col. (2025) quienes desarrollaron peliculas
basadas en pectina de residuos de mucilago y pulpa de café, que determinaron valores
para fuerza de extension de 1.6 a 3.4 MPa, para porcentaje de elongacién valores de 6.5 a
24.5 % y solubilidad de 40.4 a 91.7 %, las principales diferencias en los resultados puede
ser explicadas por la formulacién de la pelicula, asi como a la cantidad de fibra presente, la
pulpa de café aporta una cantidad significativa de fibra dietética, predominantemente de
naturaleza insoluble, lo que afecta notablemente la microestructura y funcionalidad de las

peliculas (Valdespino-Ledn y col., 2020).

El desarrollo de peliculas comestibles biodegradables a partir de residuos agroalimentarios
como la pulpa de café es una alternativa adecuada para reducir la produccion de materiales
de embalaje sintéticos convencionales derivados de recursos fésiles como el petrdleo, que
causan graves problemas de contaminacion, contribuyendo asi a la economia circular,

(Batista y col., 2023: Vallejos-Jiménez y col., 2025).

Para peliculas comestibles adicionadas con harina de cascara de cacao se determinaron
valores de elongacién del 20.2 %, para fuerza de extension valores de 879 N/ cm? (8.8
MPa), para médulo de Young de 3.63 N/ s, valores de 1.54 % para porcentaje de puncion,
para permeabilidad al vapor de agua se determinaron valores de 1.83 g*mm/h *m?*kPa,
para la solubilidad valores de 46.2 %, un contenido de proteina soluble de 4.67 %, un
espesor de 0.2 mm y una opacidad de 9.1 mm’. Lubis y col. (2018) disefiaron un bioplastico
con semilla de yuca y celulosa de cascara de cacao con glicerol como plastificante,
determinaron valores de 15.76 a 30 % para porcentaje de elongacion, la diferencia en la
elasticidad de la pelicula puede atribuirse a la interaccién entre las moléculas del
biopolimero y el coproducto en la formulacién. Adilah y col. (2018), disefiaron peliculas
comestibles activas adicionadas con cascara de mango determinando valores de fuerza de

extensién de 7.65 a 15.78 MPa, las principales diferencias en los valores podrian ser
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explicadas por las interacciones moleculares que ocurren entre el complejo fibra-caseinato
en nuestro trabajo, las cuales son interacciones electrostaticas, estéricas o covalentes, por
lo que entre mayor sea la concentracion de compuestos afiadidos mayor sera la resistencia
(Wusigal, y col., 2020).

Lessa y col. (2021) desarrollaron una pelicula a partir de nanofibras de cascara de cacao
con compuestos bioactivos, en las cuales determinaron valores de 1.1 a 22.8 %, para
porcentaje de puncién. Las nanofibrillas tienen una alta relaciéon superficie-volumen lo que
se traduce en una mayor resistencia mecanica, sin perder la elasticidad, esto es debido al
acomodo molecular entre la proteina, el plastificante y la nanofibrilla, lo que puede explicar

la diferencia entre los resultados obtenidos y los documentados (Ebrahimi., 2019).

Batista y col. (2023) desarrollaron peliculas con polisacaridos de posos de café reticulados
(residuos que quedan después de preparar café, conocido también como borra o chancastle
de café) con iones de calcio y acido 1,4-fenilendiborénico, que para la actividad al vapor de
agua determinaron valores de 1.67 a 2.6 g mm/ h*m?* KPa. La adicién de plastificante puede
influir en la permeabilidad al vapor de agua, plastificantes hidrofilicos como el glicerol son
compatibles con el material polimérico afectando la permeabilidad. Esto se debe al mayor
espacio intermolecular en la pelicula lo que le permite la migracion de moléculas de agua,
aumentando asi la capacidad de sorcion (retencién de sustancia en la superficie y dentro
del cuerpo que retiene), por tal razén aumenta la permeabilidad en la pelicula (Azeredo &
Waldron, 2016), este factor y la interacciéon que tenga con el coproducto puede afectar la

permeabilidad al vapor de agua.

La opacidad representa la propiedad de ciertos materiales para impedir el paso de la luz, lo
que en peliculas comestibles les confiere la capacidad de retrasar la oxidacion y
degradacién de compuestos en alimentos causado por la exposicion a la luz (Zhao y col.,
2022), la pelicula con cascara de cacao obtuvo la mayor opacidad con un valor de 9.1 mm-

', a mayor opacidad menor paso de luz, y mayor proteccion.

Con los resultados obtenidos se puede observar que la pelicula comestible adicionada con
harina de cascara de cacao presenta las mejores capacidades de fuerza de extensién, un
alto valor de elongacién (%), una permeabilidad al vapor de agua mayor a la de la pelicula
de pulpa de café, asi como el mayor valor de opacidad, tomando en consideracién estos
resultados y los obtenidos para la harina de cascara de cacao, con una buena actividad

antioxidante, actividad prebidtica, y una concentracion importante de polifenoles, se
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determiné utilizar la pelicula comestible con adicionada con harina de cascara de cacao

para cubrir un jamén para continuar los estudios de este trabajo.

6.7 Analisis fisicoquimicos de jamén

Se realizaron 2 jamones de 1 kg aproximadamente, los cuales se dejaron enfriar por 24 h
a 4°C, una vez transcurrido este tiempo, se cortaron en rebanadas de 5 cm de ancho por
10 cm de largo y 1 cm de grosor, las cuales se cubrieron con la pelicula comestible
adicionada con harina de cascara de cacao, la cual se habia elaborado 48 h antes, un jamon
sin pelicula constituyo el testigo. Se almacenaron a 4°C, y se tomaron muestras 1, 8, 15,
22 y 30 dias se realizaron los analisis fisicoquimicos de: rancidez oxidativa, humedad, pH,

color y perfil de textura.

6.7.1 Rancidez oxidativa

En la Tabla 6.14 se muestran los resultados del analisis de rancidez oxidativa para jamén
con pelicula comestible adicionada con harina de cascara de cacao y un jamon sin pelicula

que constituyd el testigo, durante los 30 dias de duracion de este estudio.

Existen diferencias estadisticamente significativas entre cada uno de los tratamientos,
teniendo valores mayores para rancidez oxidativa en el jamon testigo con un valor final de
78.7 mg de malonaldehido/ kg de jamon, para el jamén cubierto con pelicula comestible
adicionada con harina de cascara de cacao se determind un valor final de 63.2 mg de
malonaldehido/kg de jamodn. Este resultado indica que la pelicula comestible tiene un efecto
protector al funcionar como una barrera fisica que limita el acceso del oxigeno lo que retrasa
la oxidacién lipidica; de igual forma los compuestos polifendélicos presentes en la harina de
cascara de cacao funciona como antioxidante capturando radicales libres y estabilizando

los productos intermedios de la oxidacion de lipidos (Moura-Alves y col., 2023).

El malonaldehido es un producto secundario de la rancidez oxidativa y es un indicativo de
la oxidacion lipidica, la cual afecta la calidad de los alimentos, alterando sus sabores y
olores, lo que conlleva a la pérdida de nutrientes esenciales como acidos grasos y
vitaminas, asi como cambios en la textura y el color. Valores bajos nos indican una buena
calidad del alimento, ya que evidencian una menor oxidacion de los lipidos, lo que

contribuye a la conservacion de las propiedades sensoriales del producto, como el sabor,
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el olor y el color, manteniéndolo mas fresco y aceptable para el consumidor (Dominguez y
col., 2019).

Tabla 6-14 Andlisis de rancidez oxidativa para jamén sin y con pelicula comestible
adicionada de cascara de cacao

Tiempo Jamén con pelicula comestible Jamén testigo
(dias) (mg de malonaldehido/ kg de (mg de malonaldehido/ kg de
jamon) jamon)

1 29+0824 36+0.728
8 3.4+04054 11.7 0.6 > B
15 11.9+04 %A 29.9+0.7¢8B
22 46.8+0.5%4A 55.2+0.8 4B
30 63.2+0.8%4 78.7+0.5%8

Las letras mayusculas indican que existe diferencia significativa entre cada tratamiento, y
las letras minusculas indican que existe diferencia por dias de almacenamiento cuando se
someten a la prueba de Tukey (p < 0.05).

Existen diferencias estadisticamente significativas entre cada uno de los tratamientos con
respecto al tiempo, para el dia uno ambos tratamientos presentaron bajos niveles de
malonaldehido; para los dias 8 y 15, se observé un efecto protector de la pelicula
comestible, los valores de malonaldehido disminuyeron un 60 % en comparacion con el
jamon testigo, para los dias 22 y 30 se observd que la produccion de malonaldehido para
ambos jamones siguié aumentando sin embargo los valores son menores para el jamén
cubierto por pelicula comestible, por lo que se concluye que la pelicula comestible tiene un
efecto protector, que retrasa la rancidez oxidativa con el tiempo. Cabe mencionar que el
efecto protector disminuye con el tiempo, lo cual es esperable si los compuestos fendlicos

o antioxidantes en la pelicula se degradan o migran hacia el jamoén.

Esta oxidacion puede deberse a tres factores, el primero de ellos es la autooxidacion,
proceso por el cual los acidos grasos insaturados y el oxigeno interactian, y por tanto
producen un deterioro oxidativo de productos carnicos, segundo por fotoxidacion lipidica,
durante este proceso, se forman hidroperoxidos en presencia de sensibilizadores (como
mioglobina o hemoglobina) y luz, y por ultimo la oxidacién lipidica enzimatica, la cual es

catalizada por la enzima lipoxigenasa (Amaral y col., 2018).
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Autores como Haile y col. (2013) evaluaron el efecto de la luz, el envasado y el
almacenamiento sobre el color y la estabilidad oxidativa en jamones cocidos, concluyendo
que los jamones almacenados en completa obscuridad reducen la produccion de
malonaldehido de 0.4 a 0.02 ug/g, ellos concluyen que este efecto solo es valido las
primeras dos semanas de almacenamiento, posteriormente la oxidaciéon es mayor. Ruiz-
Navajas y col. (2015) determinaron la rancidez oxidativa en jamon curado cocido usando
una pelicula de quitosano adicionada con aceite esencial de Thymus moroderi y Thymus
piperella, determinando que la produccidn de malonaldehido aumenta de manera
progresiva de 2.69 a 4 mg de malonaldehido/kg muestra para el jamoén con pelicula
comestible y de 2.79 a 5.8 mg de malonaldehido /kg muestra para el jamén testigo, por lo
que concluyen que la pelicula de quitosano con aceite esencial aumenta la vida de anaquel

del jamon curado cocido debido a la disminucion de la oxidacion lipidica.

Estos resultados indican que la pelicula comestible tiene influencia en reducir la oxidacion
de las grasas saturadas presentes en el jamén, esto puede ser atribuido a la capacidad
antioxidante de la cascara de cacao, asi como a la proteccion que la pelicula aporta, al
reducir la exposicion a la humedad, al calor y la luz que son claves en la descomposicion

de grasas y produccion de perdxidos (Taylor y col., 2022).

6.7.2 Humedad
En la Tabla 6.15 se muestran los resultados del analisis de humedad para jamén con

pelicula comestible adicionada con cascara de cacao y el testigo.

Tabla 6-15 Andlisis de humedad de jamén sin y con pelicula comestible adicionada
de harina de cdscara de cacao.

Tiempo Humedad del jamon con Humedad del jamon
(dias) pelicula (%) testigo (%)
1 56.44 +0.528 63.32+0.4 24
8 56.38 £ 0.4 2B 62.61+0.6 4
15 55.80 £ 0.528B 61.63+0.224
22 54.76 £+ 0.928B 58.35+ 0.8 4
30 4550+ 0.8"B 51.37 +0.9 %A

Las letras mayusculas indican que existe diferencia significativa entre cada tratamiento, y
las letras minusculas indican que existe diferencia por dias de almacenamiento cuando se
someten a la prueba de Tukey (p < 0.05).

Existen diferencias significativas (P < 0.05) entre cada uno de los tratamientos utilizados,
se presenta el menor valor para jamon cubierto con pelicula comestible, el cual disminuye

de manera progresiva con respecto al tiempo, con una determinacion final de 45.50 % al
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dia 30, comparado con el 51.37 % para el jamon testigo, esta diferencia podria ser atribuida
a las caracteristicas higroscopicas de la harina de cascara de cacao, que al tener una
proporcion de entre el 49-60 % de fibra tanto soluble como insoluble, capta el agua presente
en el jamon, restandole humedad al mismo, lo que podria tener impacto en la textura, sabor

y apariencia del jamon que resulta mas duro (Ran y col., 2021).

Autores como Frontela y col. (2006) analizaron la relacion entre los parametros sensoriales
fisicoquimicas e instrumentales del jamén cocido, determinaron humedad inicial de 70.7 a
74 % en un jamon sin pelicula comestible. Santos y col. (2020) analizaron la durabilidad de
un jamoén cocido envuelto en fundas impermeables, determinando una humedad inicial de

69.7 % hasta 69.9, después de 6 meses de evaluacion.

6.7.3 Determinacién de pH

En la Tabla 6.16 se muestra el andlisis de pH para un jamon con pelicula comestible

adicionada con cascara de cacao y un testigo.

El analisis estadistico determiné que no existen diferencias significativas entre cada uno de
los tratamientos, Por lo que concluimos que nuestra pelicula comestible no tiene algun

efecto sobre la variacién del pH en nuestro jamon.

Ran y col. (2021) evaluaron los cambios en la calidad y predijeron la vida de anaquel de un
jamon curado cocido almacenado a diferentes temperaturas, encontrando valores de pH de
6.24 a 6.12 de 1 a 29 dias, respectivamente, determinaron que no existen diferencias
significativas en los valores de pH los primeros 29 dias de almacenamiento, concluyeron
que el aumento en la temperatura y el tiempo de almacenamiento influyen en la ligera

disminucion de los valores de pH, esto por la proliferacion de bacterias acido lacticas.

73



Tabla 6-16 Determinacion de pH en un producto carnico cocido (jamon), sin y con
pelicula comestible adicionada de harina de cdascara de cacao

Tiempo pH del jamén con pH del jamén testigo
(dias) pelicula comestible
1 6.71£0.06 >4 6.69+0.0524
8 6.68 £ 0.0524 6.64 +0.07 24
15 6.65+0.0924 6.61+0.0224
22 6.64 £ 0.0224 6.46 £ 0.06 >4
30 6.62 + 0.07 >* 6.44 + 0.03 >4

Las letras mayusculas indican que existe diferencia significativa entre cada tratamiento, y
las letras minusculas indican que existe diferencia por dias de almacenamiento cuando se
someten a la prueba de Tukey (p < 0.05).

6.7.4 Determinacion de color
En la Tabla 6.17 se muestra el analisis de color para jamén cubierto con pelicula comestible

adicionada con harina de cascara de cacao y un testigo.

Tabla 6-17 Andlisis de color para jamoén sin y con pelicula comestible adicionada de

harina de cascara de cacao.

Tiempo Jamon con Testigo Tiempo Jamon con Testigo
(dias) pelicula L (dias) pelicula A
L A
1 68.7 £ 0.4 A 67.3 +£0.06 >4 1 54 +023B 53+ 0.05 A
8 68.5+0.04 24 67.1+0.0624 8 54 +0.0128 50+02%A
15 66.8 £ 0.03 B 72.7+0.4 A 15 5.5+ 0.0228 4.5+ 0.02 b A
22 66.7 £+ 0.3>B 735104 A 22 57+0.10b8B 3.7+002¢cA
30 66.3+0.15"8 75.3+£0.09 >4 30 59+ 0.09"8 28+0.029A
Tiempo Jamédn con Testigo
(dias) pelicula B
B

1 125+0.128 128 £0.22A

8 12.7 +0.06 >B 12.8+0.1 A

15 13.2+0.04 B 11.3+0.12>A

22 13.5+0.2>8 11.4+£0.2A

30 13.7 £ 0.07 >B 11.1£0.03 >4

Las letras mayusculas indican que existe diferencia significativa entre cada tratamiento, y
las letras mindsculas indican que existe
diferencia por dias de almacenamiento cuando se someten a la prueba de Tukey (p <

0.05).
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Se observan diferencias significativas (P< 0.05) entre los tratamientos, para el jamén
cubierto con pelicula comestible adicionada con harina de cascara de cacao se observan
diferencias significativas en la luminosidad y un aumento en las coordenadas Ay B, a partir
del dia 15, para el jamon testigo las diferencias son significativas a partir del dia 8
especialmente para la coordenada A la cual presenta una disminucién significativa entre los
dias, con un valor de 2.8 para el dia 30, esta coordenada describe el cambio de color entre
el espectro rojo y verde, este comportamiento podria ser explicado por la degradacion de
compuestos debido al deterioro del producto y la perdida de la estabilidad del complejo
nitrosilmioglobina (nitro-hemo), el aumento en la luminosidad puede estar asociado con la
desnaturalizacion de las proteinas miofibrilares, lo que provoca que se destruya la
estructura de la proteina y aumente el contenido de agua libre y la reflectancia de la luz
superficial del jamén (Ran y col., 2021). En base a los resultados obtenidos podemos decir
que la pelicula comestible protege al jamén del deterioro, que puede ser causado por la
exposicion a la luz, al oxigeno e incluso a la temperatura, retrasando asi la oxidacién del
complejo nitro-hemo, lo que se ve relejado en la calidad visual y sensorial del jamén (Mattos
y col., 2003), la actividad protectora de las peliculas comestibles puede deberse a los
polifenoles, Autores como Wu y col. (2024), determinaron que los compuestos polifendlicos
tienen influencia en la oxidacion de la mioglobina y la estabilidad del complejo nitro-hemo,
lo que podria explicar el efecto protector de la pelicula comestible y el efecto retardante de

la cadena de oxidacion.

Rakotondramavo y col. (2019), evaluaron la oxidacion durante el almacenamiento de jamon
cocido tratado a presion y el impacto en sus atributos tecnolégicos, observaron que el
tratamiento con presion y el tiempo de almacenamiento tienen influencia en la luminosidad
con un valor de 1.89 contra 2.91 para el jamén sin tratamiento a alta presién lo que llevo a
concluir que el tratamiento a alta presién causa la desnaturalizacion de mioglobina férrica

o la desnaturalizacién de las proteinas.

Frontela y col. (2006) analizaron los parametros sensoriales fisicoquimicos e instrumentales
del jamén cocido determinando valores para A de 11.1 para el jamén A y de 12.1 para el
jamén B, obtenido en los resultados de la encuesta a los consumidores que el jamén menos
rosado fue el mas aceptado por lo que concluyen que es un parametro de suma importancia

como sindénimo de calidad.
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6.7.5 Perfil de textura

En la Tabla 6.18 se muestra el analisis de perfil de textura para jamén con pelicula

comestible adicionada con harina de cascara de cacao y un testigo.

Tabla 6-18 Andlisis de perfil de textura para jamoén sin y con pelicula comestible
adicionada con harina de cdscara de cacao.

Tiempo Dureza (N) Dureza (N) Tiempo Cohesividad jamén Cohesividad
(dias) jamén con pelicula Testigo (dias) con pelicula Testigo
1 20.5+0.22A 18.2 +0.3 2B 1 0.96 + 0.0124 0.95+0.01 24
8 26.4 +0.2>A 20.8+0.2"%>B 8 0.96 £ 0.01 24 0.95 £ 0.013A
15 31.5+0.7¢4 25.9+05¢%8 15 0.93 £ 0.0124 0.93 £0.0124
22 35.3+0.8%4 299+05¢8 22 0.93+0.022A 0.93 +0.0124
30 42.2 +0.9%4 35.3+0.3¢%B 30 0.93+0.022A 0.93 £ 0.02>4
Tiempo  Adhesividad (J) Adhesividad (J) Tiempo Elasticidad Elasticidad
(dias) jamodn con pelicula Testigo (dias) jamén con pelicula Testigo
1 0.21 £ 0.02>A 0.21+£0.0124 1 2.70+0.01 %8B 2.75+0.0124
8 0.22 + 0.02>A 0.21+£0.0124 8 2.65+0.02 "B 2.71 £0.01>4
15 0.22 £ 0.02>4 0.22 £ 0.02>4 15 2.60+0.03 8 2.65 + 0.02%4
22 0.22 £ 0.04>4 0.23+0.0124 22 2.55+0.02 4B 2.60 £ 0.01%4
30 0.22 £ 0.05>4 0.23+0.03>4 30 2.42+0.03 =B 2.56 + 0.02%A

Las letras mayusculas nos indican que existe diferencia significativa entre cada
tratamiento, y las letras minusculas nos indican que existe diferencia por dias de
almacenamie2nto cuando se someten a la prueba de Tukey (p < 0.05).
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Existen diferencias significativas entre tratamientos y para cada tratamiento con respecto al
tiempo, con un nivel de significancia de (P< 0.05), para dureza en jamoén con pelicula
comestible adicionada con cascara de cacao se observan cambios desde el dia uno con
aumentos progresivos con respecto al tiempo y un valor final de 42.21 N, en comparacion
con 35.3 N para el jamén testigo, esta diferencia en los valores puede explicarse por la
presencia de la cascara de cacao en las peliculas comestibles. La cohesividad representa
la resistencia de un material a la deformacion, para términos de nuestro ensayo no se
observan diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos ni en cada tratamiento
individual. En la elaboracién del jamén la miosina, una proteina miofibrilar presente en la
carne se solubiliza con la sal y los fosfatos que al cocinarse forma redes tridimensionales
que mantienen el agua y la grasa atrapada lo que le confiere firmeza y cohesividad, en
términos practicos el jamon conserva su estructura al ser cortado y al ser consumido (Yu y
col., 2025). La adhesividad refleja la fuerza necesaria para separar el jamén de la superficie
de contacto, como puede ser la boca, o a algun instrumento, se puede relacionar con
percepcion de pegajosidad, para términos de nuestro analisis no se encontraron diferencias
significativas (P<0.05) esto puede ser explicado por las caracteristicas propias del jamoén
pues un jamon de buena calidad debe tener valores de adhesividad bajos (Gonzales y col.,
2009).

La elasticidad representa la capacidad del jamén para recuperar su forma original después
de una deformacion, para este trabajo se encontraron diferencias significativas (P< 0.05)
para cada tratamiento, mostrando disminucion progresiva con respecto al tiempo, siendo
mayor la pérdida de elasticidad para el jamén con pelicula comestible, esto podria ser
explicado debido a que la higroscopicidad de la harina de cascara de cacao presente en la
pelicula absorbe humedad lo cual aumenta la dureza, por otro lado el deterioro de proteinas

estructurales también podria ser un factor (Fioravante y col., 2024).

De Avilay col. (2014) evaluaron el comportamiento reoldgico de productos carnicos cocidos
comerciales evaluados mediante ensayo de traccion y andlisis de perfil de textura,
reportando valores para dureza entre 33 y 72 N, la cohesividad de 0.30 a 0.48 y la
elasticidad 5 a 7 mm, concluyeron que las diferencias en los valores depende del producto
carnico elaborado y la parte de carne utilizada para el analisis, determinaron que un solo

analisis puede dar un perfil de textura y un perfil de traccion.
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6.8 Analisis sensorial del jamon recubierto con pelicula comestible de cascara de cacao

Tabla 6-19 Analisis sensorial de jamon con pelicula comestible adicionada de harina
de cascara de cacao.

Dia indice R (%) Chi cuadrada
8 72.1 15.2

15 74.3 14.3

29 67.2 9.9

El indice R es una probabilidad estadistica y ayuda a la cuantificacion precisa de las
diferencias y similitudes entre el alimento evaluado, toma valores de 50 a 100 %, cuando el
valor es mas cercano a 50 % las diferencias sensoriales son menos notorias (Lee & Van
Hout, 2009). Esto puede tener distintas aplicaciones, en términos de nuestro trabajo se
desea saber si existen diferencias sensoriales entre un jamén cubierto con pelicula
comestible adicionada con harina de cascara de cacao y un jamon sin pelicula comestible
el cual es considerado el testigo. Para la realizacién del analisis se tomaron muestras del
blanco (jamén sin pelicula comestible) y la muestra problema (jamén con pelicula
comestible) en el caso de la muestra problema la pelicula que cubria al jamén fue retirada
esto con la finalidad de que no interviniera en la percepcion visual del alimento y asi solo el
parametro del sabor fuera evaluado. Para este proceso se llevd a cabo una prueba
discriminatoria A no A, la cual consiste en presentarle a los evaluadores la muestra
problema (A) dos veces, una de ellas camuflajeada como otra muestra y una vez el testigo,

con la finalidad de tener un resultado sensorial correcto.

Se obtuvieron indices R de 67.2 a 74.3 entre los dias 8 y 29, lo que nos indica que los
evaluadores determinaron diferencia en el sabor que son evidentes desde el primer dia, sin
embargo, estas diferencias se mantuvieron constantes con respecto al tiempo hasta el final
de la evaluacion, por lo que se concluye que existen diferencias sensoriales entre el jamén
cubierto con pelicula comestible y el testigo, pero que el tiempo de almacenamiento no

influye en el sabor del jamén hasta el dia 29.
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Los evaluadores describen el sabor de la muestra problema como menos salada, y un tanto
mas pastoso, esto debido a las caracteristicas higroscépicas de la harina de cascara de

cacao que constituye la pelicula.

Argaiz y col. (2005), realizaron la deteccion sensorial del desarrollo del sabor durante la
pasteurizacion de una bebida de guayaba mediante el indice R, midieron la diferencia en el
sabor de la bebida en un rango de temperatura de 85 a 90 °C determinando valores del
indice R de 50% para una temperatura de 87.5 °C y un tiempo de pasteurizacion de 119 s
y un valor de 89 % para una temperatura de 90 °C a un tiempo de 248 s, concluyendo que

a menor temperatura y menor tiempo el sabor de la bebida no se ve alterado.

Lee y col. (2007), compararon el desempeno de las pruebas A-No-A, 2-AFC e igual-
diferente para la discriminacion del sabor de las margarinas: el efecto de las estrategias de
decision cognitiva, para lo cual se pusieron a prueba dos margarinas diferentes, en total
participaron 7 jueces que emitieron 27 calificaciones cada uno, dando un total de 168
calificaciones en el que determinaron valores de indice R para prueba de A-No-A fue de
85%, para la prueba Recordatorio 2-AFC un valor de 77 % y para igual-diferente 69 %,

concluyendo que al método de muestra Unica A-No A resulté en la mayor sensibilidad.

6.9 Analisis de crecimiento bacteriano en peliculas comestibles con bacterias patdgenas

Para el analisis cinético de jamon inoculado con bacterias patdégenas, se utilizaron cuatro
cepas: dos Gram positivas: Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) y Staphylococcus
aureus (S. aureus), y dos Gram negativas: Salmonella typhimurium (S. typhimurium) y
Escherichia coli (E. coli). Se dejaron crecer en caldo soya triptocaseina y caldo nutritivo
respectivamente, por 3 h; se midié la absorbancia a 585 nm hasta una alcanzar una
densidad optica de 0.76 y 0.8, pasado este tiempo se agregaron a cortes de jamén de 10 g
y se dejaron reposar por 30 min, posteriormente se cubrieron con peliculas comestibles
adicionadas con harina de cascara de cacao, un jamon sin pelicula comestible constituy6
el testigo, se envasaron al vacio y se almacenaron en refrigeracién a 4 °C, se tomaron
muestras los dias 1,8,15 y 22. Cabe destacar que en el andlisis de las cinéticas de
crecimiento cada se analisis realizé 8 veces y en todos los casos el coeficiente de variaciéon

fue menor a 10%.
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Los parametros cinéticos de crecimiento microbiano permiten predecir el desarrollo
bacteriano y comparar los diferentes tratamientos objetivamente. El modelo logistico es una
expresion matematica que describe el crecimiento microbiano poblacional con respecto al
tiempo, considerando la tasa especifica de crecimiento y la concentracion maxima de
biomasa, se representa con una curva sigmoidea que describe las fases de crecimiento, en

su forma diferencial se representa con la ecuacion 6.1.

X —ux (1 X ) Ecuacion 6.1

dt max

Donde

dx . . .
-, tasa de cambio de la biomasa con respecto al tiempo.

u=Tasa especifica de crecimiento maximo (dias1)
X= Biomasa microbiana (UFC/gjamon).

Xmax = Biomasa microbiana maxima (UFC/g jamon).

(1 - ) = Factor que afecta la tasa de cambio de la biomasa y depende de los valores de la

max

concentracion de la biomasa tomando las siguientes consideraciones:

Si X<< X4 este factor es cercano a 1, y el cultivo se encuentra en fase de crecimiento

exponencial.
Si X= Xpqx este factor es igual a 0, el cultivo alcanzé su fase estacionaria.

Para la determinacion de la biomasa microbiana (X) calculada se utiliz6 la forma integral del

modelo, indicada en la ecuacién 6.2

Xmax

T ) e

Ecuacion 6.2

Donde

X = crecimiento microbiano calculado (UFC/gjamén)

X max =crecimiento microbiano maximo (UFC/g jamén)
Xo=crecimiento microbiano inicial (UFC/gjamédn)

u= tasa especifica de crecimiento maximo (dias 1)
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t= tiempo de cultivo (dias)

Los parametros del modelo logistico se estimaron ajustando los datos experimentales de
crecimiento microbiano y usando el método GRG (Gradiente reducido generalizado) de la
subrutina del Solver de Excel.

En las Figuras 6.20 y 6.21, se observan los resultados de simulacion del modelo logistico
para del crecimiento bacteriano en la pelicula comestible adicionada con harina de cascara
de cacao para bacterias Gram negativas y Gram positivas y sus testigos respectivos (jamén

sin pelicula comestible).

E. coli S. typhimurium
2.5E+6 2.5E+6
2.0E+6 =% 20E46
s . = |
E 1.5E+6 ¢ & 1.5E+6 -
a ,. E’ ’/
O 1.0E+6 a O 1.0E+6 -
) . /7 D /.
5 0E+5 = 7 5.0E+5 P
- ° “. - | - ~ -
0.0E+0 Mo==Z l Wmmmmmee P 0.0E+0 Mb—-m-= o fll-c oo m---
' 0 7 14
0 4 14 21 Tiempo (dias)

Tiempo (dias)

Figura 6.3 Simulacion del crecimiento microbiano empleando el modelo logistico
(lineas continuas)) para bacterias Gram negativas E. coli y S. typhimurium en jamén
cubierto con pelicula comestible (Cuadrados rellenos) y un testigo (rombo Illeno).

21
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Figura 6.4 Simulacion del crecimiento microbiano empleando el modelo logistico

(lineas continuas) para bacterias Gram positivas L. monocytogenes y S. aureus en

jamoén cubierto con pelicula comestible (cuadrados rellenos) y un testigo (rombo
lleno).

Para S. aureus, bacteria Gram positiva, se observa un crecimiento maximo de 7.5 Ln UFC/g
jamén con pelicula comestible y de 7.9 Ln UFC/g jamén para el testigo y para L.
monocytogenes se determiné un crecimiento de 9.6 Ln UFC/g jamdn con peliculay de 10.3
Ln UFC/g para el testigo. Con base a la ecuacién descrita anteriormente se determin6 que
el jamon cubierto con pelicula comestible presenta una diminucién en la tasa de crecimiento

del 20 % para S. aureus y de 25 % para L. monocytogenes.

Para bacterias gram negativas, en el caso de E. coli se tienen un crecimiento maximo de
12 Ln UFC/ g jamon con pelicula y de 15 Ln UFC/g jamon sin pelicula, para S. typhimurium
se determinaron valores de 11.7 Ln UFC/g jamén para jamén con pelicula y de 14.5 Ln
UFC/g jamén, comparado las pendientes tal como se explica para los microorganismos
gram positivos se determind que el jamén cubierto con pelicula comestible presenta una

diminucién en el crecimiento del 55 % para E. coliy de 56% para S. typhimurium.

Los resultados sugieren que la pelicula comestible es especialmente efectiva contra
bacterias gram negativas, probablemente debido a la accién de compuestos fendlicos
presentes en la harina de cascara de cacao, que afectan la integridad de la membrana

celular externa caracteristica de los microorganismos gram negativos.
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En base a los resultados obtenidos se presenta un retraso en la fase de latencia en el jamén
cubierto con la pelicula comestible con las cuatro cepas patdégenas analizadas, este
comportamiento se presenta en los primeros 15 dias de almacenamiento pasado este
tiempo el crecimiento se acelera, por lo que podriamos sugerir un efecto bacteriostatico de
nuestra pelicula comestible, tal efecto podria ser atribuido a la capacidad protectora de la
pelicula la cual actua como una barrera fisica que limita el contacto del alimento con el
oxigeno, el vapor de agua y otros agentes externos que favorecen el crecimiento
microbiano, asi como a los compuestos polifendlicos presentes en la harina de cascara de
cacao, los cuales podrian tener actividad antimicrobiana, antifungica y antioxidante
(Rachmawaty y col.,, 2019). Tal comportamiento puede ser comparado con lo que
reportaron autores como Oussalah y col. (2007) quienes evaluaron el efecto antimicrobiano
de peliculas comestibles de alginato y aceites esenciales sobre L. monocytogenes y S.
typhimurium, analizaron su crecimiento a 5 dias de almacenamiento, determinando una
reduccion del crecimiento de 2.62 log UFC/cm? a 1.52 log UFC/cm? para S. typhimurium,
concluyeron que las peliculas a base de alginato tienen un efecto bacteriostatico contra S.
typhimurium reduciendo su crecimiento. Pavli y col. (2019) evaluaron la actividad
antimicrobiana de aceites de orégano en peliculas comestibles de alginato de sodio para el
control biolégico de L. monocytogenes, encontrando que la pelicula logra una reduccién de
1.5 log en la poblacién de L. monocytogenes a 8 y 12 °C al final del periodo de
almacenamiento, y una reduccién de casi 2.5 log a 4 °C, concluyendo que la pelicula

comestible tiene un efecto inhibitorio en la proliferacion de bacterias patégenas.

Los resultados obtenidos indican que las peliculas comestibles elaboradas con harina de
cascara de cacao generan un efecto inhibitorio sobre el crecimiento microbiano tanto en
bacterias Gram negativas como en Gram positivas. En ambos casos, los modelos de
crecimiento muestran un retraso en la fase de latencia, el cual se mantiene hasta el dia 15,
en comparacion con el jamon control, como se puede observar en las Figuras 6.20 y 6.21,

los cuales muestran los ajustes del modelo logistico aplicado a los cultivos microbianos.

En el caso de las bacterias Gram positivas se observa un crecimiento considerablemente
mas lento respecto a las bacterias gram negativas. Esta diferencia puede explicarse por la
estructura de la pared celular caracteristica de cada grupo. Las bacterias Gram positivas
poseen una pared celular gruesa compuesta principalmente por peptidoglicano, pero
carecen de una membrana externa lo que las hace mas vulnerables a la accién de

compuestos antimicrobianos, como los polifenoles presentes en la cascara de cacao, que
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pueden atravesar mas facilmente la pared celular, alterando su integridad estructural y

funcional (Cuervo-Parra y col., 2024).

Estos hallazgos son consistentes con investigaciones previas que han reportado una mayor
sensibilidad de bacterias Gram positivas a compuestos fendlicos derivados de fuentes
vegetales, debido a su estructura celular mas simple y permeable (Alvarez-Martinez y col.,
2018).

La norma oficial mexicana NOM-158-SCFI-2003, “Jamén-Denominacion y clasificacion
comercial, especificaciones fisicoquimicas, microbioldgicas, organolépticas, informacion
comercial y métodos de prueba”, regula el contenido de microorganismos en jamon,
indicando que para bacterias patdégenas como E. coli, L. monocytogenesy S. typhimurium,
no se acepta ninguna carga microbiana, con excepcion de S. aureus con 100 UFC/g jamon,
esto debido a que este microorganismo forma parte de nuestra microbiota natural en piel y

boca (Garzoén y col., 2019).

6.9.1 Parametros cinéticos y porcentaje de inhibiciéon
Los parametros cinéticos describen el crecimiento de microorganismos de interés, para

términos de nuestro estudio y como se detalla en la seccion anterior se determind la tasa
especifica de crecimiento por medio del modelo logistico (u) y usando este parametro se
puede determinar el nimero de generaciones (k) el cual indica que tan rapido se duplica la
poblaciéon microbiana en términos de divisién celular y el tiempo de duplicacién (t;) que
indica el tiempo necesario para que la poblaciéon microbiana se duplique durante la fase

exponencial, como se detalla en las ecuaciones 6.3 y 6.4.

u

= Ecuacion 6.3
Ln(2)

Donde
k= nimero de generaciones (generaciones/ dias)

u= tasa especifica de crecimiento maximo (dias ‘1)

tg = Ln(2) Ecuacion 6.4

Donde

ty = tiempo de duplicacion (dias).
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u= tasa especifica de crecimiento maximo (dias 1)

Para la determinacién de la inhibicion (%) se utilizaron las tasas especificas de crecimiento
(pendientes de graficas) para cada cepa con el testigo y con pelicula comestible, como se

describe en la ecuacién 6.5.

Sy testigo—p pelicula . .
Inhibicion (%) = (u ftest;;o ) * 100 Ecuacion 6.5

Donde
U testigo = Tasa especifica de crecimiento sin pelicula.
u pelicula = Tasa especifica de crecimiento con pelicula.

En la Tabla 6.20 se muestran los parametros cinéticos para L. monocytogenes, S. aureus,
E. coli y S. typhimurium en jamon cubierto con pelicula comestible adicionada con harina

de cascara de cacao y sin pelicula comestible que se usa como testigo.

Tabla 6-20 Parametros cinéticos y de inhibicién (%) para cada uno de los
microorganismos utilizados.

Microorganismo Gram Pelicula Testigo Inhibicion (%)

u (dias™)  t; (dias) (dias™) t, (dias)

E. coli - 0.21 3.30 0.37 1.87 40.7

S. typhimurium - 0.22 3.15 0.38 1.82 40.9
L. monocytogenes + 0.08 8.66 0.30 2.31 73.1
S. aureus + 0.11 6.30 0.19 3.65 40.3

p= tasa especifica de crecimiento. t;=Tiempo de duplicacion.

El modelo logistico muestra que la tasa especifica de crecimiento es menor para las
bacterias gram positivas con pelicula comestible, lo que se refleja en un mayor porcentaje
de inhibicién t4

La tasa especifica de crecimiento es menor para las bacterias gran positiva esto puede
explicarse debido a que estas bacterias no poseen una membrana externa que funcione

como barrera protectora, asi mismo su pared de peptidoglicano tiene una caracteristica

porosa lo que permite una mayor difusion de compuestos polifendlicos presentes en la



harina de cascara de cacao en la pelicula comestible, alterando la permeabilidad de la
membrana plasmatica, causando pérdida de integridad, fuga de iones y desbalance
osmoético. A diferencia de las bacterias gram negativas, las presenta una doble membrana
y el espacio periplasmico extra le confieren una mayor resistencia (Cuervo-Parra y col.,
2024).

Los resultados obtenidos muestran que la disminucién de la tasa especifica de crecimiento
microbiano oscila entre el 40 % y el 73 %, esta tendencia sugiere una fuerte eficacia de la
pelicula comestible como barrera antimicrobiana, con una accion selectiva frente a
bacterias Gram positivas. La gran diferencia de mas del 70 % para L. monocytogenes puede
ser explicada por su pared celular ya que no posee membrana externa la cual actia como
barrera que dificulta la entrada de compuestos, el efecto bacteriostatico de la pelicula se
le atribuye a los compuestos polifendlicos prestes en la cascara de cacao lo cual puede
provocar disrupcion de la integridad de la membrana provocando fuga de componentes,
asi como interferencia en funciones vitales como respiracion celular, sintesis de ATP y

transporte de nutrientes. (Benbettaieb y col., 2018)

Desde una perspectiva tecnoldgica, esta inhibicion representa una ventaja significativa para
la conservacién del jamon, L. monocytogenes es un patéogeno relevante en productos listos
para el consumo debido a su capacidad para crecer a bajas temperaturas y su alta
resistencia a condiciones adversas. Por lo tanto, una reduccion cercana al 70 % de su
crecimiento puede traducirse directamente en un aumento de la vida util del producto, al

disminuir el riesgo microbiolégico durante el almacenamiento.

Rodriguez y col. (2012), evaluaron la eficacia de peliculas antimicrobianas hechas a partir
de suero lacteo y glicerol, contra L. monocytogenes, encontrando una inhibicién de hasta
4.6 unidades logaritmicas, concluyendo que existe un efecto bactericida de la pelicula en

contra de L. monocytogenes.

El tiempo de duplicacion ( t; = dias) para bacterias gram negativas se puede observar que
la pelicula comestible alarga el tiempo entre cada division de 1.8 a 3.3 d, esto indica que la
pelicula comestible ralentiza el ciclo celular de E. coli y S. typhimurium, para L.
monocytogenes el tiempo entre de duplicacién aumenta de 2.3 a 8.7 y finalmente para S.
aureus el tiempo de duplicacién aumenta de 3.6 a 6.3, si bien para todos los microrganismos

estudiados el tiempo de duplicacién aumenta, el mayor aumento es para L. monocytogenes.
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Conclusiones parciales

Los resultados obtenidos en esta seccidon nos indican que la incorporacién de harinas de
cascara de cacao y pulpa de café en la formulacion de peliculas comestibles genera
materiales biodegradables con caracteristicas fisicoquimicas diferenciadas y potencial de
aplicacion en la conservacion de productos carnicos. Entre las formulaciones evaluadas, la
pelicula adicionada con harina de cascara de cacao mostro el mejor desempefio general,
destacandose por su mayor resistencia mecanica, adecuada elasticidad, buena capacidad
de barrera al tener menor permeabilidad al vapor de agua y la opacidad mas alta, lo que

refuerza su capacidad protectora frente a luz y oxigeno.

Al aplicarla como recubrimiento activo, la pelicula de cascara de cacao evidencié un efecto
protector claro sobre el jamoén, la rancidez oxidativa se redujo de manera significativa
durante los 30 dias de almacenamiento, especialmente en las primeras dos semanas,
mostrando niveles de malonaldehido hasta 60 % menores que el testigo. Este
comportamiento se relaciona tanto con la barrera fisica como con la accién antioxidante de
los polifenoles presentes en la cascara de cacao. En cuanto al color, la pelicula permitié
preservar mejor la estabilidad del complejo nitrosil-mioglobina, retrasando la pérdida del
tono rosado caracteristico del jamén y moderando los incrementos de luminosidad
asociados al deterioro proteico y oxidativo. Este efecto sugiere una proteccion frente a la
fotoxidacion y la desnaturalizacion proteica, factores clave en la percepcién de frescura. En
el analisis de humedad el jamén recubierto presentdé valores menores con respecto al
testigo, lo cual podria atribuirse a la capacidad higroscépica de la fibra de la cascara de

cacao.

El analisis de crecimiento microbiano, el cual fue analizado mediante el modelo logistico,
complementado con los parametros cinéticos de crecimiento, evidencia que la pelicula
comestible adicionada con cascara de cacao provoca un retraso marcado en la fase de
latencia durante los primeros 15 dias de almacenamiento y reduce de manera consistente
la tasa especifica de crecimiento microbiano respecto al testigo sin pelicula, en términos
cuantitativos, la inhibicion del crecimiento oscilé entre 40 % y 73 %, siendo mas pronunciada
para la cepa de L. monocytogenes, lo cual es especialmente relevante dada su importancia
en productos listos para consumo y su capacidad de proliferar a bajas temperaturas, la
susceptibilidad de las bacterias Gram positivas puede atribuirse a su pared celular mas
simple y permeable, que facilita la accion de los compuestos polifendlicos presentes en la

cascara de cacao, los cuales alteran la integridad de la membrana celular, finalmente los

37



resultados obtenidos coinciden con estudios previos que reportan efectos bacteriostaticos

en peliculas comestibles adicionadas con compuestos bioactivos.

En conjunto, los resultados confirman que la pelicula comestible elaborada con harina de
cascara de cacao actua como un recubrimiento funcional capaz de mejorar la estabilidad
oxidativa, sensorial, visual y microbiolégica al retrasar el crecimiento de patégenos,
prolongar la vida util del jamén y contribuir al cumplimiento de los estandares
microbioldgicos establecidos, ademas, su formulacion basada en residuos agroindustriales
la convierte en una alternativa sostenible, alineada con los principios de economia circular
y reduccidn de materiales sintéticos. De esta manera, se valida su aplicabilidad como
estrategia para prolongar la vida util de productos carnicos, reducir desperdicios y aportar

valor agregado a subproductos agricolas subutilizados.
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7. Conclusiones

El presente estudio demuestra que tanto la pulpa de café como la cascara de cacao
representan coproductos agroindustriales con un elevado potencial de aprovechamiento
como fuentes alternativas de compuestos funcionales, las cuales se utilizaron para disenar
una pelicula comestible que cubrié un producto carnico (jamén cocido) cumpliendo asi con

el objetivo planteado.

En primer lugar, el analisis bromatolégico confirmé que ambos coproductos presentan una
buena composicion nutricional con elevados contenidos de proteina, grasa, cenizas,
azucares fermentables y fibra lo que le confiere propiedades benéficas para la salud
intestinal. Para el analisis microbioldgico las cargas microbianas se reportaron dentro de
los rangos aceptables para su aprovechamiento. Estas caracteristicas respaldan su

viabilidad como materias primas seguras y funcionales

La cuantificacion de polifenoles y la determinacion de la actividad antioxidante mostraron
perfiles diferenciados: la pulpa de café se distinguid por su riqueza en acidos
hidroxicinamicos como son acido clorogénico y acido cafeico, mientras que la cascara de
cacao presenté mayores niveles de polifenoles totales, flavonoides y taninos condensados,
lo que se tradujo en una mayor capacidad antioxidante. Este hallazgo subraya que, aunque
ambas matrices aportan bioactividad, sus aplicaciones pueden orientarse de manera

especifica segun el perfil fendlico.

En relacion con la actividad prebiética ambos coproductos demostraron favorecer el
crecimiento de bacterias benéficas y la produccién de acidos grasos de cadena corta, lo
que los coloca como candidato a prebidtico. Demostraron actividad antimicrobiana y
antifungicas teniendo efectos inhibitorios frente a bacterias y hongos patégenos de

alimentos.

En conjunto, los resultados permiten concluir que la pulpa de café y la cascara de cacao
son coproductos agroindustriales con un alto valor agregado, capaces de aportar fibra,
antioxidantes, compuestos antimicrobianos y prebidticos que no solo fortalecen Ila
sustentabilidad y la economia circular, sino que ademas abren la posibilidad de desarrollar
peliculas comestibles funcionales con aplicaciones directas en la conservacién y mejora de

productos carnicos.
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La evaluacion comparativa de las peliculas comestibles elaboradas con harina de pulpa de
café y cascara de cacao mostré diferencias notables en sus propiedades mecanicas, de
barrera y funcionales. La pelicula adicionada con harina de cascara de cacao presento
desempefio mecanico, elongacion alta, fuerza de extension adecuada, y buena opacidad,
lo que le confiere una mayor capacidad de proteccién frente al paso de la luz. Si bien su
permeabilidad al vapor de agua fue elevada lo que restringe su biodegradabilidad sigue
siendo adecuada para aplicaciones de recubrimiento. Considerando estas propiedades
junto con su contenido de polifenoles, actividad antioxidante y potencial prebidtico, la
pelicula de cascara de cacao representa la alternativa mas adecuada para el envasado y
proteccién de alimentos como el jamon cocido, contribuyendo a la innovacion en materiales

biodegradables.

La aplicacion de peliculas comestibles adicionadas con harina de cascara de cacao en
jamoén cocido mostrd un efecto protector significativo sobre la calidad del producto durante
el almacenamiento. En términos de rancidez oxidativa, los resultados evidenciaron una
disminucion en la formacion de malonaldehido respecto al testigo, lo que confirma la
actividad antioxidante de los polifenoles presentes en la cascara de cacao y la funcién de
la pelicula como barrera fisica frente al oxigeno. En cuanto a la humedad, el jamén cubierto
con pelicula presentdé valores mas bajos, lo que puede atribuirse a la capacidad
higroscépica de la fibra de la cascara de cacao, generando una textura mas firme con el
tiempo. Finalmente, en el analisis de color, el recubrimiento permitié mantener la estabilidad
de los parametros asociados a la frescura y aceptabilidad visual, retrasando la pérdida del
tono rojizo caracteristico y protegiendo el complejo nitrosilmioglobina. En conjunto, estos
resultados demuestran que la incorporacion de peliculas comestibles con harina de cascara
de cacao contribuye a retrasar los procesos de deterioro oxidativo, preservar atributos

sensoriales y prolongar la vida util del jamoén cocido.

En cuanto a la textura, se observd un incremento progresivo en la dureza del jamén con
pelicula respecto al testigo, alcanzando valores significativamente mas altos al final del
almacenamiento, lo cual puede explicarse por la capacidad higroscopica de la cascara de
cacao que favorece la pérdida de humedad. Sin embargo, en cohesividad y adhesividad no
se detectaron diferencias significativas, manteniéndose valores estables que aseguran la
estructura y calidad del producto. En el caso de la elasticidad, se registré una disminucién
mas marcada en el jamon con pelicula, lo que sugiere cierta rigidez asociada a la interaccion

del recubrimiento con el alimento. El analisis sensorial mostré diferencias en el sabor entre
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el jamon recubierto y el testigo, el cual se detectd desde el inicio y que se mantuvo constante
durante el almacenamiento. Las muestras recubiertas fueron descritas como menos
saladas y ligeramente mas pastosas, efecto atribuible a la capacidad de absorcién de agua
de la harina de cascara de cacao. En conjunto, los resultados sugieren que la pelicula
comestible de cascara de cacao modifica algunos atributos de textura y sabor, sin
comprometer la aceptabilidad del jamén, ademas de aportar un valor agregado como

recubrimiento biodegradable y funcional para la conservacion de productos carnicos.

La aplicaciéon de peliculas comestibles adicionadas con harina de cascara de cacao en
jamoén mostré un efecto antimicrobiano notable frente a bacterias patdgenas, este efecto
puede atribuirse tanto a la accion de los polifenoles presentes en la cascara de cacao,
capaces de alterar la permeabilidad y funcionalidad de la membrana celular, como a la
funcion de la pelicula como barrera fisica que limita el acceso de oxigeno y humedad. El
analisis cinético reveld que la pelicula comestible no solo reduce la tasa especifica de
crecimiento (M), sino que también prolonga el tiempo de duplicacion (t;), lo que indica un
efecto bacteriostatico que retrasa la proliferacion microbiana, especialmente durante los
primeros 15 dias de almacenamiento. La accion diferencial observada entre bacterias Gram
positivas y negativas se relaciona con las diferencias estructurales de su pared celular,
siendo las Gram positivas mas susceptibles debido a su mayor porosidad y ausencia de
membrana externa protectora. Desde el punto de vista tecnolégico, estos resultados
sugieren que las peliculas comestibles de cascara de cacao constituyen una estrategia
eficaz y sustentable para mejorar la inocuidad y prolongar la vida util del jamén, reduciendo
riesgos microbioldgicos asociados a patdégenos relevantes en productos listos para el

consumo.
Perspectivas

Evaluar la adicion de microorganismos probiéticos para el desarrollo de una pelicula
simbidtica.

Evaluar la biodegradabilidad del material en condiciones ambientales e industriales con el
fin de estimar el impacto ecolégico y su potencial de integracion en sistemas de econdémica

circular.
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Characteristics of microorganisms used as probiotics and new
probiotics

Caracteristicas de microorganismos utilizados como probioticos tradicionales y
nuevos probioticos

Claudia Karina Pacheco-Martinez', Gerardo Saucedo-Castaneda’, Luis Victor Rodriguez-Duran®, Maria de
Lourdes Perez-Chabela™

Abstract

Probiotics are live microorganisms that when properly administered confer a health benefit to the
host. Lactic acid bacteria are among the main microorganisms recognized as probiotics. Not all
lactic bacteria are considered probiotics as they must meet certain characteristics such as growth
at a pH lower than 4.0, are able to exert control on pathogenic bacteria, can survive in the gastro-
intestinal tract, have tolerance to bile salts, are able to adhere to intestinal mucus and epithelial
cells, have the ability to co-aggregate and self-aggregate, etc. Bacteria that possess these char-
acteristics are called traditional probiotics. However, over the years other microorganisms with
probiotic potential have been studied. Among the differences between traditional probiotics and
new probiotics is their origin, as new probiotics are always isolated from the human gastrointes-
tinal tract, which makes them difficult to cultivate because they are sensitive to oxygen. In con-
trast, traditional probiotics can be isolated from the gastrointestinal tract, but the main sources
are from foods, fermented or not. An important characteristic of new probiotics is that benefits in
the treatment of specific diseases are attributed to them. In this review, the main characteristics
of traditional probiotics and new probiotics are reviewed.
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