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Resumen

En el presente estudio se evaluo el pergamino de café como un ingrediente para
elaborar productos de panaderia, aportando fibra dietética vy actividad
antioxidante al producto final. Se le determind su composicion fisico-quimica y
aplicaron diversos pretratamientos con el propdsito de alterar las fibras que lo
conforman y cambiar la textura de la galleta a la que fue afiadido, con el fin de
obtener un producto aceptado por el consumidor. Los pretratamientos aplicados
fueron: autoclavado en agua, centrifugado, autoclavado con vapor vy
ultrasonicacién con diferentes potencias y tiempos de exposicién. El pergamino
resultante de los pretratamientos se visualizé microscépicamente y se determiné
el porcentaje de fraccién insoluble y soluble presente, identificindose los
pretratamientos que ejercieron un cambio en la estructura y composicion de las
fibras, los cuales posteriormente fueron incubados con enzimas celulasas a dos
tiempos de incubacién (2 h y 24 h). Se encontrd que el proceso de autoclavado y
posterior tratamiento enzimatico no produjo cambios en la fraccion insoluble del
pergamino (p>0,05), mientras que el ultrasonido a 44 W/cm® por 5 minutos
disminuy6 la fraccién insoluble del pergamino (89,7%) con respecto al pergamino
sin ningun tipo de tratamiento (96,5%) {p<0,05). Ademds, se encontré una-
diferencia significativa en el porcentaje de la fraccién insoluble entre los tiempos
de incubacidn enzimatica (87,8% a las 5 h vy 84,4% a las 24 h,) (p<0,05). El
pergamino molido sin tratamiento fue afiadido a galletas dulces en porcentajes de
0%, 1% 2% y 5%, y con un analisis sensorial de aceptacion y dureza instrumental se
obtuvo el porcentaje con mayor aceptacion en el producto, al cual se le realizaron
analisis fisico-quimicos (fibra dietética, humedad, grasa, cenizas, antioxidantes y
polifenoles totales) y se compararon con los presentados por el producto control.
La galleta con mayor aceptacion fue la que se formulé con 2% de pergamino de
café, la cual fue a su vez comparada con una galleta con el mismo porcentaje de
pergamino sometido a ultrasonicacién (50 W/cm? por 5 minutos). La galleta con
pergamino ultrasonicado presentd la menor dureza en comparacién con la que
contenia pergamino molido, pero no fue el producto preferido por los
consumidores. Se concluyé que el pergamino de café puede utilizarse como un
ingrediente potencial para enriquecer con fibra dietética productos de panaderia,
sin 1a necesidad de utilizar un pretratamiento para lograr aceptacion sensorial por
parte de los consumidores.

Palabras clave: alimento funcional, pergamino de café, autoclavado,
ultrasonicacion, celulasas.
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1. Justificacion

El incremento en la prevalencia de la obesidad en el mundo ha despertado el interés de
los investigadores debido a la asociacion del exceso de grasa corporal con ciertas
enfermedades degenerativas, llegando incluso a ser considerada como la epidemia del
siglo XX. Representa actualmente uno de los mayores problemas de salud publica por las
consecuencias asociadas al aumento en la incidencia de diabetes mellitus tipo I,
arterioesclerosis, trastornos dseo-articulares y cancer (Esquivel-Solis & Alvarado, 2009).
Una investigacion realizada por Rosero-Bixby et al. (2008) indicé que la prevalencia de
obesidad entre las personas adultas mayores de Costa Rica resulté en un 26%, la cual fue
mucho mayor en las mujeres (33%) que en los hombres (19%), mientras que Esquivel-Solis
& Alvarado (2009) afirman que a partir de los 20 afios de edad se observa un aumento en
la prevalencia de esta enfermedad. En el grupo de 45 a 59 afios, esta cifra aumento hasta
alcanzar el 75% de las mujeres, constituyéndose la obesidad en las mujeres de 15-59 afios
en un problema de salud publica importante en el pais. Por otra parte, la diabetes mellitus
también se considera una pandemia que afecta tanto a paises desarrollados como en vias
de desarrollo. Una investigaciéon demostré que la incidencia estimada de esta enfermedad
en Costa Rica fue de 1,62%; lo que indica que se pueden esperar 16 diabéticos por afio por
cada 1000 personas, sin presentar diferencias por sexo. La obesidad fue uno de los
factores de riesgo mas prevalentes (Laclé-Murray & Valero-Juan, 2008). Otra de las
enfermedades que constituye un problema de salud plblica en Costa Rica y estad
relacionada con la dieta es el cancer de colon, del cual se diagnostican mas de 7 500 casos

nuevos de esta enfermedad cada afio (Marchena-Rojas, 2012).

Debido a la aparicion de enfermedades asociadas al exceso de grasa y azlcares, en la
ultima década del siglo XX cambiaron los habitos dietéticos por la busqueda de alimentos

que no solamente saciaran el hambre, sino que contribuyeran a tener una salud éptima y



constituyeran una linea de defensa en la prevencion de enfermedades cronicas como el
cancer (Hasler, 2000) y la diabetes (Milner, 2010). Los alimentos que presentan estas
caracteristicas se conocen como alimentos funcionales (Hasler, 2000; Clark & Johnson,
2002; Siré et al., 2008; Milner, 2010), dentro de los cuales se encuentran aquellos que
contienen fibra dietética y compuestos antioxidantes (Jones, 2002; Monro, 2004;
Escudero & Gonzalez, 2006; Napolitano et al, 2009). La primera previene el riesgo de
diversos tipos de cdncer a nivel del tracto gastrointestinal, como por ejemplo de colon
(Kamran et al., 2008; Napolitano et al., 2009), y los antioxidantes juegan un papel
importante en la proteccion contra los efectos dafiinos del oxigeno en los tejidos (Huang
et al, 2002), previniendo enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares e

inflamatorias, como la enfermedad de Alzheimer (FAO, 2007).

Dentro de los productos alimenticios que se consideran funcionales se encuentran los
granos de cereales, frutas, vegetales, té y chocolate (Hasler, 2000). Sin embargo, existe un
incrementado interés por la busqueda de nuevas fuentes de fibra dietética que ofrezcan
nuevas propiedades saludables a los productos tradicionalmente comercializados (Larrauri
et al, 1997). Por ejemplo, se han propuesto recientemente subproductos vegetales
procedentes de las industrias agroalimentarias para emplearse en productos de
alimentacién humana, debido a la presencia de fibra dietética y otros fitoquimicos (Gartzia
et al, 2007). Una de las actividades que genera gran cantidad de subproductos es el
procesamiento de café, el cual produce pulpa, piel plateada y pergamino, entre otros
(Bekalo & Réihard, 2010), y cuya recuperacion puede ser econdémicamente rentable

(Murthy & Naidu, 2010).

El pergamino de café presenta gran contenido de fibra dietética, la cual supera el 90%
(Bekalo & Reinhardt, 2010), siendo la mayoria insoluble (Bekalo & Reihard, 2010), y se
afirma que los subproductos del café podrian tener una mayor preferencia que otras
fuentes de fibra dietética debido a la presencia de asociados bioactivos con propiedades

antioxidantes (Murthy & Naidu, 2010). Al afiadir el pergamino de café a una formulacion



de algiin producto de panaderia, se estaria ofreciendo a los consumidores un alimento
funcional. Adicionalmente, este tipo de productos permiten la incorporacion de un alto
contenido de fibra (Roman & Valencia, 2006), presentan larga vida util (Roman & Valencia,
2006; Sharif et al., 2009), son faciles de comer (Giami et al., 2005) y econémicos (Lezcano,

2001), entre otras caracteristicas deseables en un producto alimenticio.

Sin embargo, el uso de fibra insoluble en productos alimenticios es limitado por su baja
aceptacion sensorial (Sriwattana et al., 2008), y este tipo de fibra se encuentra
mayoritariamente en el pergamino de café {Braham & Bressani, 1979). La digestion
enzimatica modifica la fibra dietaria, generando productos con mejores caracteristicas
sensoriales (Padron-Pereira et al., 2009; Torres-Castro & Vargas-Aguilar, 2010). Para lograr
una efectiva digestion enzimatica en las fibras se han aplicado con éxito pretratamientos
como el autoclavado (Arrigoni, 2001; Kasai et al., 2004; Kas-ai et al., 2010) y el ultrasonido

(Novak et al., 2008; Pachecho-Reyes, 2009).

Para la determinacion de la fibra dietética se pueden utilizar métodos de cuantificacion de
fibra soluble e insoluble, asi como la observacion microscopica de la estructura, y de esta
forma determinar si los pretratamientos y tratamientos son o no eficaces.
Adicionalmente, es conveniente adicionar la fibra del pergamino a un producto
alimenticio paré determinar cuan aceptable puede ser para los consumidores. Por otra
parte, al utilizar pergamino de café como fuente de fibra dietética y antioxidantes, se
estaria aprovechando un sub_r;}roducto gue actualmente es utilizado para alimentacién
animal o como combustible (Rodriguez-Valencia, 1999), para el desarrollo de productos
alimenticios. Esto incrementaria su demanda y generaria mayores ingresos para los

productores de café.



2. Objetivos

2.1 Objetivo general

2.1.1 Obtener a partir del pergamino de café un ingrediente funcional por su

contenido de fibra y actividad antioxidante para ser afiadido en galletas.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Analizar los componentes fisico-quimicos del pergamino de café.

.2.2.2 Aplicar diferentes pretratamientos sobre el pergamino de café, con el fin de
establecer el mds eficaz segin su capacidad de modificar su estructura y facilitar un

tratamiento enzimatico posterior.

2.2.3 Observar por medio de microscopia los cambios en la estructura del

pergamino de café pretratado y tratado enzimaticamente.

2.2.4 Evaluar el efecto de la adicion de pergamino de café molido en galletas, sobre

la aceptacién por parte del consumidory la dureza.

2.2.5 Comparar la preferencia y la dureza de galletas conteniendo pergamino de

café molido sin y con un pretratamiento.



3. Marco Tedrico

3.1 Alimentos funcionales

Las creencias de diferentes culturas alrededor del mundo sobre los poderes misticos de
los alimentos han sido transmitidas de generacion en generacion. La habilidad de
alimentos especificos para prevenir o reducir la gravedad de sintomas derivados de lo que
actualmente se conoce como deficiencias nutricionales ha sido registrado en una variedad
de documentos histéricos (Milner, 2000). Actualmente, los consumidores creen cada vez
mas que los alimentos contribuyen directamente al mantenimiento de su salud. Por tal
razon, en las Ultimas décadas las demandas de los consumidores en el campo de la
produccién de alimentos ha cambiado considerablemente (Siré et al.,, 2008). Hoy en dia, el
objetivo de la elaboracién de alimentos no es solamente satisfacer el hambre y proveer
los componentes esenciales de la nutricion (agua, proteina, carbohidratos, grasas,
vitaminas y minerales), que son utilizados para el mantenimiento y reparacion de los
tejidos del cuerpo (Hasler, -2000; Clark & Johnson, 2002; Siré et al., 2008), sino también
para prevenir enfermedades asociadas a la nutricion y mejorar la calidad de vida tanto
fisico como mental de los consumidores. Este cambio se debe a los altos costos en el
cuidado de la salud, la aspiracion de las personas para mejorar la calidad de vida (Siré et
al., 2008) y una mayor conciencia del papel positivo-que la dieta puede desempefiar en el
riesgo de las enfermedades. Adicionalmente, los gobiernos son cada vez mas conscientes
del potencial econémico de productos alimenticios como parte de estrategias de

prevencién de salud publica (Jones, 2002) y las investigaciones cientificas (Milner, 2000).

Debido a estos requerimientos, en la actualidad se desarrollan los alimentos funcionales,
los cuales poseen en su formulacion compuestos que ayudan a mantener una buena
salud, aparte de la nutricion basica (Hasler; 2000; Clark & Johnson, 2002; Jones, 2002; Sird
et al, 2008; Milner, 2010). El término de alimento funcional fue inicialmente usado en

Japdn en 1980, para los productos fortificados con constituyentes especiales que poseian



6

efectos fisiolégicos ventajosos (Stanton et al., 2005). Los cientificos japoneses estudiaron
la relacion entre nutricidn, satisfaccion sensorial, fortificacion y la modulacion de los
sistemas fisiolégicos. Estos alimentos pueden mejorar la condicion general del cuerpo,
disminuir el riesgo de enfermedades (Sird et al., 2008), como cancer de colon, mama vy
prostata, promover la salud gastrointestinal y neutralizar los radicales libres (Hasler,
2000). Entre los compuestos funcionales se encuentran los probidticos y prebidticos
(Jones, 2002; Gibson, 2007), dcidos grasos, flavonoides (Raghuveer & Tandon, 2009),
carotenoides, polifenoles, tocoferoles y la fibra dietética (Hasler, 2000; O'Shea et al.,

2012).

En cuanto a los alimentos que son considerados funcionales, se sabe que las nueces, los
granos enteros, las frutas y los vegetales contienen una variedad de compuestos
asociados a la reduccion de enfermedades cardiovasculares, hipertension y diabetes.
Diversos componentes en los granos enteros, como la fibra dietética, proveen proteccion
en el tr-a_cto gastrointestinal al influir en su medio (Wu et al,, 2003; Milner, 2010), evitando
la acumulacion de compuestos carcinogénicos (Raghuveer & Tandon, 2009). Asimismo, las
frutas, vegetales y granos contienen compuestos antioxidantes (Hasler, 2000), los cuales
juegan un papel importante en la proteccion contra los desérdenes que causan dafio
oxidativo, ya que pueden contrarrestar los efectos dafiinos del oxigeno en los tejidos

(Devasagayam et al., 2004).

Debido a que las tendencias socio-demograficas estdn a favor de los alimentos
fu_n_cionales, puede suponerse que este tipo de alimentos representan una categoria
sustentable en el mercado de los productos alimenticios. Para apoyar esta tendencia,
tanto los expertos como médicos y nutricionistas, asi como los mismos consumidores, han
reconacido la importancia de una relacién estrecha de la nutricion vy el estado de salud. El
desarrollo y posterior comercializacion requieren de esfuerzos de investigacion
significativos. Actualmente, las compafiias de productos alimenticios han adoptado

medidas para desarrollar productos que ofrezcan multiples beneficios en un solo alimento



(Siré et al, 2008). La aceptacion de los consumidores en estos productos es un factor
clave para tener éxito cuando se presenta una oportunidad de mercado (Soto-Mendivil &

Vidal-Quintanar, 2001; Jones, 2002; Korzen-Bohr & O’doherty, 2006; Sird et al., 2008).

3.2 Fibra dietética

3.2.1 Generalidades

La fibra dietética constituye un componente importante para mantener una dieta
saludable (Kamran et al, 2008). Actualmente no existe un concepto universal que la
defina (Escudero & Gonzdlez, 2006). Sin embargo, puede decirse que la fibra dietética son
los polisacaridos presentes en las paredes celulares de las plantas que son resistentes a la
digestidn y absorcion en el intestino delgado, y sufre una fermentacion completa o parcial
en el intestino grueéo (Jones, 2002; Borrelli et al., 2004; Monro, 2004; Bunzei & Ralph,
2006; Escudero & Gonzalez, 2006; Napolitano et al., 2009; Kamran et al., 2008; Daou &
Zhang, 2011). La mayoria de las sustancias que se encuentran en la fibra dietética son
carbohidratos que, a pesar de ser quimicamente diferentes, comparten la caracteristica de
ser resistentes a la digestion enzimatica (Amador-Ramirez, 2001). Su fuente mayoritaria se
encuentra en alimentos como frutas, vegetales, granos enteros y cereales (Wu et al.,

2003).

Los componentes de la fibra dietética se han clasificado de varias formas, pero para
efectos de su andlisis en el laboratorio se han dividido en fibra dietética soluble e
insoluble, {Amador—Rémirez, 2001; Jones, 2002; Monro, 2004; Escudero & Gonzalez, 2006;
Napolitano et al., 2066; Daou & Zhang, 2011), de acuerdo con su solubilidad en el agua
(Borrelli et al., 2004; Daou & Zhang, 2011), y ambas fracciones conforman la fibra dietética
total, que estan asociadas con efectos particulares metabdlicos y fisiolégicos en el ser
humano (Daou & Zhang, 2011). Dentro de la fibra dietética insoluble se encuentra la

celulosa, parte de la hemicelulosa y la lignina, mientras que algunos componentes de la



fibra soluble son las pectinas, gomas y mucilagos (Jones, 2002; Escudero & Gonzalez,
2006; Napolitano et al., 2006). Los componentes de la fibra insoluble son generalmente
mas resistentes a la fermentacion coldnica que los de la fibra dietética soluble (Jones,

2002; Napolitano et al., 2006).

La celulosa es el biopolimero mas abundante existente en el planeta (Cockburn et al,
2010; Quirk et al., 2009), y es el principal componente de la membrana celular de la mayor
parte de las plantas (Garro, 2008; Omojasola et al, 2008; Quirk et al, 2009).
Estructuralmente, es un polisacarido lineal formado por residuos de glucosa unidos por
enlaces B-(1-4), los cuales, dependiendo de la fuente pueden extenderse a 15 000
residuos en longitud (Cockburn et al., 2010). La configuracion B le permite formar cadenas
largas y lineales, las cuales se presentan unidas entre si por medio de enlaces de puentes
de hidrogeno inter e intramoleculares, dando lugar a la formacién de miofibrillas (Kilara &
Desai, 2002; Wyman et al., 2005; Garro, 2008; Cockburn et al., 2010), que miden entre 2-
20 nm de diametro y 100-40 000 nm de longitud (Omojasola et al, 2008). Estas zonas,
conocidas como regiones cristalinas, son altamente ordenadas y le dan la ca ractefistica de
insolubilidad, rigidez y resistencia al atadue enzimatico (Garro, 2008; Cockburn et al.,
2010). A pesér de que la celulosa esta formada por unidades de glucosa, la mayoria de los
animales no pueden utilizarla como fuente de energia, ya que no cuentan con las enzimas
necesarias para romper los enlaces 3-(1-4) glicosidicos. Sin embargo, en el intestino de los
rumiantes, herbivoros y algunos insectos existen microorganismos que poseen estas
enzimas y rompen estos enlaces. Al hidrolizarse la molécula de celulosa quedan
disponibles las moléculas de glucosa, que puede emplearse como fuente de energia

(Garro, 2008).

La hemicelulosa es el segundo polisacarido mas abundante. Es un componente esencial de
las paredes celulares primarias y secundarias de las plantas (Wyman et al,, 2005; Hoch,
2007). Estas paredes celulares son fuertes, estan compuestas de polisacaridos y proteinas,
proveen el soporte y dan la forma a la planta. También son una barrera contra el medio

ambiente y los microorganismos patdgenos (Scheller & Ulvskov, 2010). Quimicamente la



hemicelulosa es un grupo heterogéneo de polisacaridos, los cuales estan caracterizados
por presentar unidades de azlcares unidos por enlaces B (1-4) (Wyman et al., 2005;
Scheller & Ulvskov, 2010). La fraccién hemiceluildsica de estas paredes esta formada por la
union glicosidica de distintos monosacaridos, sobre todo pentosas (arabinosa y xilosa),
hexosas (glucosa, manosa y galactosa) y acidos urénicos (galacturénico y glucorénico)
(Spiridon & Popa, 2005; Valdez-Martinez, 2006). La hemicelulosa se asocia con la celulosa
y la lignina por medio de enlaces de hidrogeno y covalentes, respectivamente. Su
contenido cambia durante la maduracion de frutas y vegetales (Sun et al.,, 2004; Valdez-

Martinez, 2006).

3.2.2 Efectos fisiolégicos de la fibra dietética

Desde la década de los sesenta se ha promovido la impbrtar_lcia de ingerir fibra dietética
en la dieta, lo cual ha contribuido a la realizacién de estudios que han descubierto sus
efectos benéficos sobre la salud (Escudero & Gonzélez, 2006; Valdez-Martinez, 2006).
Durante la década pasada, se publicaron numerosos estudios epidemiolégicos que
relacionan inversamente la ingesta de fibra dietética con enfermedades cardiovasculares
(Soto-Mendivil & Vidal-Quintanar, 2001; Lairon et al., 2005; Napolitano et al., 2009),
sobrepeso e hipertension (Lairon et al., 2005). Pruebas experimentales realizadas en
humanos y animales sugieren una asociacion entre el incremento en el consumo de este
compue'sto y la reduccién de Iés concentraciones de colesterol LDL (lipoproteinas de baja
densidad). Estas observaciones indican una via de regulacién entre la fibra dietética,
lipidos en el plasma y la arteriosclerosis (Wu et al., 2003). Varios estudios indican que el
consumo de fibra dietética esta también inversamente asociada al riesgo de diabetes tipo
1l y cancer a nivel del tracto géstmintestinal, (Napolitano et cﬂ., 2009), como por ejemplo
de colon (Soto-Mendivil & Vidal-Quintanar, 2001; Lairon et al., 2005; Kamran et al., 2008;
Daou & Zhang, 2011) y diverticulosis (Soto-Mendivil & Vidal-Quintanar, 2001; Daou &
Zhang, 2011).
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A nivel del sistema digestivo, la fibra ejerce efecto desde la masticacion hasta la
evacuacion de las heces. Las dietas con un contenido en fibra elevado requieren maés
tiempo de masticacion por lo que retardan la velocidad de deglucién y esto provoca una
mayor salivacién que repercute en la mejora de la higiene bucal. Mientras que al nivel del
estdmago, las fibras solubles disminuyen el vaciamiento gastrico y aumentan su distension
(Escudero & Gonzdlez, 2006) prolongando la sensacion de saciedad (Wu et al, 2003;
Escudero & Gonzdlez, 2006; Kamran et al., 2008). En el intestino delgado aumenta el
espesor de la capa de agua que traspasan los solutos para alcanzar la membrana del
enterocito, lo que provoca una disminucion en la absorcion de glucosa, lipidos y
aminodcidos (Escudero & Gonzalez, 2006). Las fibras solubles captan agua (Wu et al.,
2003) mientras que la fibra insoluble es capaz de retener agua dentro de su matriz
estructural (Escudero & Gonzalez, 2006) y, por lo tanto, aumenta el volumen de la materia
fecal; esto provoca un incremento en los movimientos peristalticos del intestino y facilita
el transito, la distencién intestinal y, consecuentemente, la defecacién (Valdez-Martinez,

2006).

La accion primaria de la fibra se realiza principalmente en el colon del ser humano
(Valdez-Martinez, 2006) ya que llega al intestino grueso de forma inalterada: y aqui las
bacterias del colon, con sus numerosas enzimas de gran actividad metabdlica, pueden
digerirla en mayor o menor medida dependiendo de su estructura (Escudero & Gonzalez,
2006). Esta etapa de la digestion se produce en condiciones anaerobias y se denomina
fermentacion (Monro, 2004; Escudero & Gonzdlez, 2006). Este proceso es fundamental, ya
que produce el mantenimiento y desarrollo de la flora bacteriana y células epiteliales. En
este contexto, el crecimiento de bacterias benéficas, como Lactobacillus spp. (Saura-
Calixto, 2011) y Bifidobacterium spp. (Saura-Calixto, 2011; Pozuelo et al., 2012} mejoran la
digestion de la lactosa y el funcionamiento del sistema inmune a través de la estimulacién
de citoquinas (Pozuelo et al, 2012). La fermentacion produce hidrégeno, didxido de
carbono, gas metano (Garcia-Peris et al,, 2002) y acidos grasos de cadena corta (AGCC)

como el acético, butirico y propidénico (Garcia-Peris et al., 2002; Escudero & Gonzélez,
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2006; Napolitano et al., 2006), los cuales bajan lentamente el pH del colon y asi controlan
el peligro de crecimiento de microorganismos patégenos (Escudero & Gonzalez, 2006;
Napolitano et al., 2006), inhibiendo a las bacterias Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

y Candida albicans (Saura-Calixto, 2011).

3.2.3 Fibra dietética antioxidante

Los radicales libres son compuestos que poseen electrones impares (Huang et al., 2012).
Son altamente todxicos para todos los tipos de moléculas bioldgicas, incluyendo ADN,
lipidos, proteinas y carbohidratos. Estan involucrados en los procesos de peroxidacion
lipidica, arteriosclerosis, mutagénesis (Raghuveer & Tandon, 2009) y carcinogénesis
(Huang et al., 2002; Raghuveer & Tandon, 2009), por medio de una induccién de la
mutacién, inhibiendo la reparacién del ADN e inactivando ciertos genes supresores de
tumores, produciendo cancer (Raghuveer & Tandon, 2009). También se relacionan con
enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares e inflamatorias, como la enfermedad
de Alzheimer (FAO, 2007). La relacion entre los radicales libres y la aparicién de
enfermedades puede ser explicada con el concepto de estrés oxidativo. En el cuerpo
humano saludable, la generacion de compuestos pro oxidantes en la forma de especies
reactivas de Oxigeno/Nitrogeno (ROS/RNS, por sus siglas en inglés) se mantiene bajo
control por los distintos niveles de actividad antioxidante del organismo, tales como
reaccion directa para neutralizar los radicales libres secuestrando a las especies reactivas
de oxigeno y quelantes de metales (Raghuveer & Tandon, 2009), reduccién de peroxidos y
estimulacion de la actividad defensiva antioxidante de las enzimas (Bilgicli et al., 2007).
Algunas enzimas que estdn involucradas en este mecanismo son: superoxido dismutasa,
glutation peroxidasa y glutation reductasa (Devasagayam et al., 2004). Se conoce que las
vitaminas C y E, compuestos fendlicos, glutation (FAO, 2007), licopeno y los flavonoides
(Devasagayam et al., 2004) presentan actividad antioxidante, protegiendo contra el dafio

celular (FAO, 2007). Sin‘embargo, cuando hay exposicion a agentes adversos
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fisicoquimicos o patoldgicos, como contaminantes atmosféricos, humo de cigarrillo, rayos
ultravioleta, radiacién, quimicos toxicos y malnutricion. Este equilibrio se cambia a favor
de los prooxidantes, que resulta en el estrés oxidativo (Devasagayam et al., 2004).

La fibra dietética y los compuestos antioxidantes son compuestos no relacionados entre si,
debido a diferencias sustanciales en su estructura quimica y propiedades fisico-quimicas y
biolégicas asi como en las vias metabdlicas , ya que la primera resiste a la hidrélisis por las
enzimas digestivas y sufre fermentacion en el intestino grueso, mientras que los
compuestos antioxidantes se liberan en el tracto gastrointestinal por solubilizacién directa
con los fluidos intestinales y por la accion de las enzimas digestivas, y al ser biodisponibles
se absorben por la mucosa del intestino delgado (Saura-Calixto, 2011). Sin embargo, Sun-
Waterhouse et al. (2008) afirman que, cuando la fibra dietética y los antioxidantes
naturales se consumen conjuntamente, ellos interactdan uno con el otro durante su paso
por el tracto gastrointestinal. Saura-Calixto (2011) explica que la presencia de fibra
dietética y una cantidad considerable de antioxidantes siguen un proceso fisioldgico
comun y sinergistico en el tracto gastrointestinal. Muchos antioxidantes de la dieta
(vitaminas C y E, carotenoides, polifenoles de bajo peso molecular) son total o
parcialmente absorbidos en el intestino delgado, pero una cantidad apreciable,
principalmente compuestos fendlicos y algunos carotenoides, atraviesan el intestino
delgado intactos junto con la fibra dietética. Estos antioxidantes alcanzan el colon, donde
se liberan de la matriz de fibra y producen metabolitos y un medio antioxidante por la
accion de la microflora bacteriana. Por lo tanto, la Fibra Dietética Antioxidante (AODF, por
sus siglas en inglés) puede definirse como una fibra que contiene cantidades significativas
de antioxidantes naturales asociados a la matriz fibrosa con las siguientes caracteristicas
especificas: contenido de fibra dietética mayor a 50% en materia seca (Saura-Calixto,
2010), la capacidad antioxidante debe ser una propiedad intrinseca, derivada de
constituyentes naturales del material (soluble en fluidos digestivos), no por antioxidantes

afadidos (Saura-Calixto, 1998; Saura-Calixto, 2010).
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Existe un interés por la busqueda de nuevas fuentes de fibra dietética con constituyentes
especificos bioactivos que ofrezcan nuevas propiedades saludables a los productos
tradicionalmente comercializados. En la seleccion de una nueva fuente de fibra dietética,
alguna propiedad adicional, como lo es la actividad antioxidante, debe tomarse en cuenta
(Larrauri et al., 1997). Este interés se basa en dos aspectos: el efecto protector contra el
cancer y enfermedades cardiovasculares de los antioxidantes naturales, y un rechazo
general de los antioxidantes sintéticos por los consumidores. Desde un punto de vista
nutricional, es preferible no remover los compuestos bioactivos de los alimentos. Su
extraccion involucra una recuperacion incompleta, asi como pérdidas de la actividad
bioloégica y efectos sinergisticos (Saura-Calixto, 1998). Productos alimenticios vy
concentrados de fibra dietética antioxidante son muy populares en el mercado pero la

capacidad antioxidante es limitada (Jiménez-Escrig et al., 2011).

Se han realizado varios estudios en alimentos que son altos en AODF. Larrauri et al. (1997)
concluyeron que la cdscara de pifia es una fuente prometedora de fibra dietética que
contiene polifenoles asociados que exhiben actividad antioxidante. Esta propiedad la
convierte en una fuente de fibra adecuada para un amplio rango de aplicaciones como
ingrediente alimenticio. Jiménez-Escrig et al. (2001) evaluaron la guayaba como una
fuente de fibra dietética antioxidante, y sus resultados indicaron que esta fruta puede ser
una fuente disponible de antioxidantes naturales, ademas de que su cdscara y pulpa
poseen fibra dietética con propiedades antioxidantes. En el caso de la flor de Jamaica
(H_f:b:'scus sabdariffa), los polifenoles y la fibra dietética pueden ser liberados de la matriz
alimentaria durante la preparacion de la planta en forma de bebida (Sayago-Ayerdi et al.,
2007). Se ha reportado actividad antioxidante proveniente de los fragmentos de
hemicelulosa del salvado de maiz (Saura-Calixto, 1998). Por Io‘tanto, fuentes que
contienen fibra dietética con alta capacidad antioxidante podrian mejorar la ingesta de
antioxidantes junto con las cantidades recomendadas de fibra (Jiménez-Escrig et al,

2001).
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El Departamento de Metabolismo y Nutricion, en Madrid, Espafia, ha realizado en los
ultimos afios varios estudios de fibras dietéticas ricas en polifenoles, la composicidn del
orujo de uva y sus propiedades fisioldgicas, incluyendo la capacidad antioxidante. Este
producto combina en un solo material los efectos fisioldgicos conjuntos de la fibra

dietética y antioxidantes.

3.3 Subproductos obtenidos en el procesamiento del café

La planta del café es originaria del norte de Africa y se cultiva con el objeto de producir su
grano, que permite preparar la infusién que actualmente constituye una de las bebidas
mas populares y apreciadas alrededor del mundo (Dérea & da Costa, 2005; Diaz-Rubio &
Saura-Calixto, 2007; Noriega-Salazar et al., 2009), debido a su aroma y sabor (Dérea & da
Costa, 2005; Higdon & Frei, 2006; Diaz-Rubio & Saura-Calixto, 2007; Pereira et al., 2007;
Noriega-Salazar et al, 2009). Su composicion quimica es muy variada y compleja,
presentando mas de 100 sustancias entre las que se incluyen minerales, azlcares,
aminoacidos, lipidos, alcaloides y compuestos fendlicos (Pereira et al., 2007; Diaz-Rubio &
Saura-Calixto, 2007). Diferentes estudios han demostrado que presenta actividad
antibacteriana y produce efectos psicoactivos, neurologicos y ejerce efecto sobre el

funcionamiento del cerebro humano (Pereira et al., 2007).

La produccion de café sobrepasa los 105 millones de toneladas por afio, por lo que la
eliminacion de estos materiales representa un problema para el medio ambiente (Ferrer
et al., 1995; Murthy & Naidu, 2010). Durante el beneficiado del café se produce una serie
de subproductos, dentro de los cuales se encuentra la pulpa, la céscara del café cerezo, la
piel plateada y el pergamino, entre otros (Bekalo & Reihard, 2010). Los nhuevos aspectos
concernientes al uso de estos subproductos para su aprovechamiento como aditivos
alimentarios o suplementos con alto valor nutricional han generado cada vez un mayor

interés, ya que se trata de productos de precio elevado y su recuperacion puede ser
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economicamente rentable (Murthy & Naidu, 2010), por lo que es comprensible que se
realicen investigaciones enfocadas en analizar la composicion de los subproductos que se

obtienen del procesamiento del café.

En relacion con la pulpa del café, ésta presenta 44% de carbohidratos, como glucosa, 12%
de proteina, 21% de fibra (Pandey et al., 2000) y 1-1,48% de compuestos fendlicos
(Murthy & Naidu, 2010). Su contenido de humedad es muy alto (Braham & Bressani, 1979;
Ferrer et al., 1995). En relacién con los componentes que conforman la fibra dietética,
presenta 21,54% de lignina, 25,31% de celulosa y 3,23% de hemicelulosa (Molina et al.,
1990).

El pergamino de café es sometido a un procedimiento de tostado, en donde se obtiene la
piel plateada (Borreli et al., 2004; Fogliano, 2006; Napolitano et al., 2007) y recientemente
se ha sugerido su uso como un potencial ingrediente en el desarrollo de alimentos
funcionales ric_os en fibra (Borreli et al., 2004). Algunos estudios sobre la composicion
guimica de la piel plateada han revelado que posee un significativo contenido de fibra
dietética total (62,2%) con una cantidad de 8,7% de fibra dietética soluble (Borreli et al,
2004). Estos resultados indican que en la piel plateada, de la fibra dietética total,
alrededor del 14% es fibra soluble, y un 86,0% es insoluble (Borreli et al., 2004; Fogliano,
2009; Napolitano et a!.; 2007). El contenido de fibra dietética total presente es mas alto
que otros ingredientes provenientes de cereales, como el salvado de trigo y de avena; y la
cantidad de fibra soluble es comparable a la que posee el salvado de avena, pero esta

dltima Unicamente presenta 21% de fibra dietética total (Barreli et al., 2004).

3.3.1 Pergamino de café

El pergamino de café es la parte anatémica que envuelve el grano, (Torres-Castro &

Vargas Aguilar, 2010), tal como se muestra en la Figura 3.1, y constituye alrededor del
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12% de peso del grano en base seca (Rodriguez-Valencia, 1999; Torres-Castro & Vargas
Aguilar, 2010). Tradicionalmente se ha utilizado como combustible en ladrilleras,
alimentacién animal y en silos para el secado del café. Por cada Kg de café cerezo se

producen 35 g de pergamino (Rodriguez-Valencia, 1999).

Figura 3.1 Estructura del grano de café. (1) Corte central. (2) Grano de café (endosperma). (3) Piel plateada
(tegumento) (4) Pergamino (endocarpio). (5) Capa de pectina. (6) Pulpa (mesocarpio) (7) Piel exterior
(epicarpio). (Leén, 2000)

La composicion quimica del pergamino ha sido comparada con las cascarillas de la semilla
del algodon y mazorcas de maiz, ya que la concentracion de proteina es similar en los tres
subproductos, pero la fibra cruda es significativamente alta en el pergamino, la cual
supera el 90% (Braham & Bressani, 1979). Menéndez et al. (2007) afirman que es un
compuesto rico en celulosa. Bekalo & Reinhardt (2010) analizaron la composicion quimica
del pergamino y se determiné que presentd un 40-49% de celulosa, 25-32% de
hemicelulosa, 33-35% de lignina y 0,5-1% de cenizas. También presento 7,6% de
humedad, 92,8% de materia seca, 0,39% de nitrogeno y 0,5% de cenizas. Braham &
Bressani (1979) afirman que presenta concentraciones altas de lignina, pentosas y
hexosas. Las fibras individuales que conforman el pergamino de café tienen un promedio
de 0,3 mm de longitud, tipicamente clasificada como fibra corta. El diametro es alrededor

de 15 pm, por lo cual se clasifica como fina (Bekalo & Reihard, 2010).
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Por otro lado, la informacidn pertinente a la actividad antioxidante del pergamino del café
es muy escasa. Sin embargo, se han realizado estudios basados en otros subproductos del
café, los cuales anatomicamente estan relacionados con el pergamino. En una
investigacion realizada por Murthy & Naidu (2010) se analizé el contenido de fibra
dietética y antioxidantes de los principales subproductos obtenidos del café, tales como la
pulpa, la piel plateada y la cascara del café cerezo. Se encontré que todos los
subproductos presentaban un contenido significativo de fibra dietética, en donde los
valores obtenidos fueron comparables a los presentados por las hortalizas y cereales.
Ademas, todos los subproductos eran ricos en compuestos fendlicos. Los autores llegaron
a la conclusién que la fibra de los subproductos del café podria tener una mayor
preferencia que otras fuentes de fibra dietética debido a la presencia de asociados
bioactivos (compuestos fendlicos) con propiedades antioxidantes, que aportan beneficios
adicionales para la salud. Asimismo, el fraccionamiento de estos subproductos puede
representar una excelente oportunidad para el desarrollo de nuevos ingredientes

funcionales en una gran variedad de preparaciones alimenticias con alto valor nutricional.

3.4 Efecto de la fibra sobre la textura de productos de panaderia

3.4.1 Incorporacion de fibra a formulas panaderas

Debido a que los nutricionistas recomiendan elevar el consumo de fibra dietética para el
mejoramiento de la salud (Clark & Johnson, 2002), existe un gran interés en desarrollar
ingredientes con fibra dietética para la elaboracion de alimentos funcionales, los cuales
tienen un gran potencial en el mercado (Clark & Johnson, 2I002; Wong & Cheung, 2005;
Galdeano & Grossmann, 2006). Al mismo tiempo, hay una tendencia en’la busqueda de
nuevas fuentes de fibra dietética (Wong & Cheung, 2005). Segun dictamina el Decreto N°

30256-MEIC-S Etiquetado Nutricional de los Alimentos Pfeenvasados, en el descriptor
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nutricional para fibra dietética, un alimento con no menos de 3 g por 100 g se reporta
como fuente de fibra, mientras que si contiene dos veces los valores de la fuente, se

cataloga como alto en fibra.

La incorporacion de fibra en las férmulas panaderas se ha utilizado con gran éxito (Cannet-
Romero et al., 2004). Algunas fuentes de fibra han sido utilizadas para elaborar productos
de panaderia de buena calidad como son: pasteles con celulosa, galletas de aztcar con
salvado de trigo, barras de cereal con céscaras de tomate, “muffins” con cascara de
semilla de girasol, entre otros (Grigelmo-Miguel et al., 2001). Se ha reportado que las
fibras de limon y manzana tienen una alta capacidad de ligar agua y se han utilizado en
pasteles, panes y productos similares a base de cereales, para mejorar la suavidad, vy

generar un producto con un valor energético reducido (Bilgicli et al., 2007).

Sin embargo, el criterio mas importante de la seleccion del nivel de incorporacion de
cualquier .ingrediente es la contribucién en la aceptacién que éste tendra en el producto
final (Cannet-Romero et al, 2004; Galdeano & Grossmann, 2006). La textura es
particularmente el descriptor sensorial mas importante a considerar, ya que es el principal
atributo en la determinacion de la aceptabilidad en todos los productos horneados, lo cual
es influenciado por la combinacién de ingredientes y factores de procesamiento
(Maldonado & Pacheco de Delahaye, 2000). La textura se define como el atributo de un
alimento que resulta de una combinacién de propiedades fisicas percibidas por los
sentidos del tacto, vista y oido. Las propiedades fisicas también incluyen la forma, tamafo,
numero, naturaleza y la conformacion de los elementos estructurales. Este atributo juega

un papel importante en la aceptacion de un producto (Carpenter et al., 2000).

Existen numerosas investigaciones que evaltan el efecto de la adicion de fibra en las
caracteristicas ‘de los productos de panaderia, dentro de las cuales se destaca la
aceptacion por parte de los consumidores y los cambios en la textura. Clark & Johnson
(2002) afirman que la adicion de fibra modifica las propiedades de las masas, lo que puede

influir en la textura del producto listo para consumir.
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En la investigacion realizada por Clark & Johnson (2002), se estudié la adicion del
tegumento de lupino, el cual es rico en fibra, a cinco productos alimenticios: pan blanco,
“muffin”, pasta, jugo de naranja y barras de desayuno. Hubo diferencias significativas en
los “muffins”, jugo de naranja y barras de desayuno adicionadas con fibra en comparacion
con el control en cuanto a la textura en la boca y aceptabilidad de los panelistas. El
producto sin fibra obtuvo promedios mas altos. Aun asi, no hubo diferencias en cuanto a
textura en el pan blanco y la pasta anadida con tegumento en comparacién con el control.
Los autores concluyeron que el procesamiento influye también en la textura final y la

aceptabilidad.

También se reporta un estudio donde se agregé fibra de melocoton a “muffins”, con
niveles de sustitucion del aceite de 2%, 3%, 4%, 5% y 10% (Grigelmo-Miguel et al., 2001).
Los resultados demostraron que la adicién de la fibra oscurecid los productos y, asimismo,
afectd la dureza y masticabilidad por la sustitucién de aceite por la fibra. Al incrementarse
los niveles alrededor del 2% de fibra, también aumentd la dureza y la masticabilidad de los
“muffins”. A nivel sensorial, los “muffins” con 5% o mas de fibra fueron menos aceptables
que el control. Asimismo, Martinez et al. (2008) desarrollaron un postre lacteo que
contenia en su formulacion ﬂbré de residuos resultantes de la separacion de pulpa de

naranja como fuente de fibra, el cual fue aceptado sensorialmente.

3.4.2 Incorporacion de fibra a formulaciones de galletas

El término galleta se refiere al producto horneado que generalmente contiene como
ingredientes principales harina, azlcar y grasa. Otros ingredientes que se incluyen dentro
de su formulacién son levadura, Ij.'a rabes, sal y emulsificantes, pero generalmente se usan
en pequenas cantidades (Pareyt & Delcour, 2008). Las galletas y productos semejantes
han sido elaborados y consumidos por el ser humano por siglos (Sharif et al., 2009). Son

muy populares (Giami et al, 2005; Roman & Valencia, 2006), ampliamente aceptados,
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particularmente por los nifios (Galdeano & Grossmann, 2006) y consumidos en muchos
paises (Giami et al., 2005). A diferencia de otros productos horneados como el pan y los
pasteles, poseen una larga vida Gtil (Roman & Valencia, 2006; Sharif et al., 2009), bajo
contenido de humedad (Chacdn-Martinez, 1983; Faridi et al.,, 2000; Lee & Inglett, 2006;
Pareyt & Delcour, 2008; Sharif et al., 2009), que oscila entre 1-5% (Pareyt & Delcour,
2008), y debido a esto es menos probable su deterioro microbiano (Sharif et al,, 2009).
Son ideales debido a su disponibilidad de nutrientes, palatabilidad, compactacién y
conveniencia (Sharif et al., 2009). La mayoria de las veces son dulces y faciles de comer
(Giami et al., 2005), su aroma es agradable (Romanchik-Cerpovicz, 2002) y presentan
variedad de sabores (Roman & Valencia, 2006). Tomando en consideracion que las
galletas se caracterizan por su larga duracién, aln en climas calientes, estas ofrecen la
posibilidad de produccion centralizada en gran escala y distribucidn en un area extensa

(Chacon-Martinez, 1983).

Actualmente, se consideran un producto de primera necesidad debido a la alta
aceptabilidad y las investigaciones recientes no solo se enfocan en disminuir su contenido
de grasa (Maldonado & Pacheco de Delahaye, 2000; Canett-Romero et al., 2004), sino
también en incremeﬁtar su contenido de fibra dietaria (Canett-Romero et al., 2004). Se ha
afiadido fibra de diversas fuentes a galletas y se ha observado que esta adicion puede
alterar las propiedades de algunos alimentos tales como la apariencia, el sabor y textura
{Maldonado & Pacheco de Delahaye, 2000; Clark & Johnson, 2602; Canett-Romero et al.,
2004).

Bilgicli et al. (2007) prepararon galletas en cuya formulacion se sustituyd la harina de trigo
por fibras de manzana, limén y salvado de trigo (0%, 15%, 20% y 30%). Se investigé el
efecto de incrementar los niveles de fibra de _éstas fuentes sobre las propiedades
nutricionales de las galletas, las cuales fueron: digestibilidad de la proteina y compuestos
fenodlicos totales. Se encontré que la adicion de las distintas fuentes de fibra no cambi6 las

propiedades nutricionales con respecto al control. Sin embargo, el total de compuestos
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fendlicos se incrementd conforme se aumentd el nivel de fibra del salvado de trigo, no
ocurriendo esto con los otros tipos de fibra. Los autores atribuyeron esto a las

propiedades antioxidantes que presenta el salvado de trigo.

La investigacion realizada por Galdeano & Grossmann (2006) se basé en mejorar la
aceptacion sensorial de una galleta con 20% de fibra proveniente de cascarilla de avena, la
cual se obtiene de la molienda de la avena y es descartada durante su procesamiento. Se
estudié esta fuente ya que posee un significativo contenido de fibra (90%), el cual es mas
alto que el trigo y el salvado de maiz, pero produce una textura arenosa y degradacion de
las propiedades en la masa de los productos a los que es afiadido. Para evitar esta textura
no deseada, se aplicd un pretratamiento a la fibra antes de incorporarla a la formulacién
de la galleta, el cual consistidé en un tratamiento con perdxido de hidrégeno y posterior
extrusién. Al final de la investigacion, no hubo diferencias significativas en las propiedades
fisicas de los tipos de galletas (diametro, volumen, grosor) aunque si se diferenciaron
sensorialmente, ya que los panelistas percibieron una disminucién de la sensacion
arenosa en las galletas preparadas con cascarillas tratadas, en comparacion con las que
contenian cascarillas no tratadas, lo que indico que el tratamiento fue efectivo. La galleta

preferida fue la que contenia cascarilla tratada.

Asimismo, Canett-Romero et al. (2004) agregaron diferentes niveles de cascarilla de orujo
de uva (subproductos sélidos del proceso de vinificacion) a galletas, debido a que este
subproducto es rico en fibra dietética. Los resultados mostraron que no hubo diferencias
significativas en relacién con la aceptacion sensorial de las galletas con los distintos niveles
de orujo. Este subproducto posee 54,42% de fibra dietética total, en donde la fibra

insoluble (49%) predomina sobre la soluble (5,42%).

Como puede observarse, existe gran variedad de productos de panaderia enriquecidos
con fibras de diversas fuentes (Grigelmo-Miguel et al., 2001), los cuales se han agregado

en diferentes porcentajes de sustitucion con base en la cantidad de harina de trigo. De
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estos estudios se puede deducir que el grado de aceptacion de una galleta u otro
producto de panaderia al que se le adiciona fibra va a depender de la fuente de fibra y el

método de elaboracion.

3.5 Utilizacion de enzimas para mejorar las caracteristicas sensoriales de

los alimentos con alto contenido de fibra

Para cumplir con las recomendaciones de consumo de 20-35 g de fibra dietética por dia,
es necesario mejorar los habitos dietéticos para incrementar la ingesta de frutas,
vegetales y granos enteros. Otra posibilidad de ingerir la cantidad recomendada de fibra
es elaborar productos enriquecidos con fibra dietética proveniente de diferentes fuentes
como pulpas de frutas é cascaras, siendo estas Gltimas utilizadas principalmente como
fertilizantes, alimentos para animales o combustibles. Sin embargo, debido a sus
propiedades fisico-quimicas muchos de estos subproductos no pueden ser aﬁadidos_ en
cantidades relevantes, debido a su sabor desagradable y color y texturas no deseados
(Arrigoni, 2001). Se afirma que el uso de fibra insoluble como ingrediente de productos
alimenticios es limitado debido a su aceptacion sensorial (Sriwattana et al., 2008). Por esta
razén, se han desarrollado métodos fisicos y quimicos para modificar las caracteristicas de

los materiales ligno-celulésicos de la fibra (Ferrer et al., 2002; Tan et al., 2010).

El material lignoceluldsico es atractivo por su bajo costo y alta disponibilidad. Sin
embargo, el principal impedimento para su utilizaciéon es. la falta de una tecnologia de bajo
costo para degradar las fracciones presentes en la biomasa (Arrigoni, 2001), ya que
presenta estructuras complejas resistentes al ataque microbiano, debido a la int.e'raccién
entre sus componentes (Wilkins et al, 2007). El objetivo de los pretratamientos es
aumentar el 4rea superficial y la digestibilidad, asi como disociar el complejo celulosa-
lignina (Yang & Wiman, 2006). Estas operaciones favorecen la exposicion del sustrato a
una segunda etapa, la hidrélisis, la cual puede ser acida o enzimatica (Tan et al., 2010). Sin

embargo, los pretratamientos quimicos presentan la desventaja que dafian las
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propiedades sensoriales del producto final (Napolitano et al,, 2006; Napolitano et al,
2009) mientras que se obtiene una hidrélisis baja con los procedimientos fisicos

(Napolitano et al., 2006).

Varios estudios (Padrdn-Pereira et al.,, 2009; Torres-Castro & Vargas-Aguilar, 2010)
muestran que la digestion enzimatica modifica la fibra produciendo productos con
mejores caracteristicas sensoriales. Los componentes de la fibra insoluble pueden ser
hidrolizados usando enzimas como las celulasas y hemicelulasas (Wilkins et al., 2007), lo
cual resulta en cambios en las propiedades funcionales del material {(Kim et al., 2005). Los
métodos enzimaticos para modificar la fibra solucionan los problemas tanto tecnolégicos
como sensoriales (Arrigoni, 2001) y nutricionales (Napolitano et al, 2009). En general,
estos tratamientos buscan reducir la cristalinidad de la celulosa, disociar el complejo
celulosa-lignina y aumentar el area superficial, entre otros. El uso de enzimas como las

celulasas produce rendimientos satisfactorios (Yang & Wiman, 2006).

La aplicaciéon de métodos enzimdticos para modificar la fraccién de fibra dietética es una
labor delicada, pues se desea una cierta despolimerizacion que permita una solubilizacién
de los polisacaridos, pero al mismo tiempo deben evitarse pérdidas significativas de fibra
debido a un ataque enzimdtico intenso (Arrigoni, 2001). Padrén Pereira et al. (2009)
llevaron a cabo la hidrélisis de la harina del cactus Epiphyllum hookeri, debido a que
experimentos que adicionaban este producto a formulaciones alimenticias alteraba sus
propiedades funcionales, particularmente la textura. Con el fin de obtener un producto
final aceptable sensorialmente, se emplearon enzimas fibfoh’ticas hemicelulasas, celulasas
y pectinasas. Al final de la investigacién, se observé una disminucién del contenido de
celulosa del 5,02%, de hemicelulosa del -5,89%, y de pectina en un 42,73%, equivalente a

una degradacion en azlcares simples del 2,49%.
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3.5.1 Celulasas

Las celulasas son un tipo de enzimas utilizadas en la industria alimentaria y cuyo sustrato
es la celulosa. Son un sistema complejo de enzimas, que se denominan carbohidrasas, las
cuales hidrolizan los enlaces B-(1-4) de la celulosa (Amador-Ramirez, 2001; Quirrasco-
Baruch & Lopez Munguia, 2006) y estd formado por tres enzimas: endo-1,4-B-glucanasa,
exo-glucanasa y B-glucosidasa o celobiasa, las cuales actlan sinergisticamente para lograr
la degradacién completa de la celulosa (Amador-Ramirez, 2001; Kilara & Desai, 2002). La
endoglucanasa hidroliza los enlaces glicosidicos $-1,4 de manera aleatoria (Kilara & Desai,
2002; Ogawa & Shimizu, 2004), produciendo multiples cadenas de polimeros de diversas
longitudes (OQ’Connell & Guilbault, 2003; Aehle, 2007). La exoglucanasa libera
tetrasacaridos o disacaridos como la celobiosa de los extremos no reductores de los
polimeros de celulosa. Finalmente, la tercera enzima, B-glucosidasa hidroliza la celobiosa y

oligosacaridos formados en la etapa anterior para formar glucosa (Kilara & Desai, 2002).

A pesar de que las enzimas celuloliticas provenientes de bacterias, hongos, plantas e
invertebrados han sido descritas y estudiadas, solamente las enzimas de origen
microbiano poseen potencial industrial. Algunas bacterias como Clostridium
thermomonospora, Clostridium spp., y hongos como Trichoderma reesei, Penicillium
fusicolsum y Aspergillus niger son una buena fuente de este tipo de enzimas. El
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA, por sus siglas en inglés)
clasifico a las celulasas provenientes de A. niger como sustancias GRAS (Generalmente
Reconocido como Seguro, por sus siglas en inglés) (Kilara & Desai, 2002), y las que se
originan de Trichoderma reesei tienen la misma categoria (Attri et al, 2013). En los
tratamientos enzimaticos con celulasas, las condiciones de pH y temperatura a las cuales
acttan estas enzimas son 4-6 y 40-50 °C respectivamente, variando en funcién del tipo de
enzima comercial que se utilice. Por lo tanto, la efectividad y reproducibilidad del
tratamiento dependera enormemente del control de estas dos variables (O'Connell &

Guilbault, 2003).
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Dentro de la industria alimentaria, las celulasas se usan para favorecer la extraccion o
filtracion de jugos de frutas o verduras, filtracion de mostos y extraccion de aceites
comestibles, entre otros. Se ha reportado el uso de estas enzimas para degradar los
polisacaridos que estan presentes en el coco y asi extraer la “leche de coco” que se
encuentra retenida en el residuo del fruto extraido. Con este tratamiento se obtiene un
jugo mas dulce, al liberarse la glucosa como producto de la degradacion de los
polisacaridos. Asimismo se utilizan en la extraccion de colorantes de las flores, ya que
degradan los componentes de la pared celular, haciendo mas facil la extraccion de los
compuestos responsables del color. Igualmente, se utilizan para liberar los antioxidantes
presentes en la cascara de la uva (Garro, 2008). El efecto de estas enzimas en las
propiedades fisicas, quimicas y sensoriales del pan ha sido estudiado extensivamente, y se
conoce que su adicion en galletas provoca un corte mas suave y delgado (Bilgigli et al,,

2007).

3.5.2 Hgmicefu!asas

Las hemicelulasas son una familia de enzimas que catalizan la degradacion de las
hemicelulosas (Valdez-Martinez, 2006; Aehle, 2007; Castelucci, 2009). El sistema
enzimatico que actla sobre la hemicelulosa contiene hidrolasas que degradan las poliosas
(heteropolisacaridos) de la cadena principal y hemicelulasas: B-D-galactosidasas, B-D-
manosidasas y B-D-xilosidasas. Estas enzimas hidrolizan los enlaces glicésidos de bajo.peso
molecu!ar-y cadenas cortas (Spiridon & Popa, 2005). Las hemicelulasas acttian, como en el
caso de otras enzimas que degradan polisacaridos, tanto exohidroliticamente como
endohidroliticamente (Aehle, 2007). La accién de las glicosidasas realiza la hidrdlisis total
de la hemicelulosa a monosacaridos. Una exoenzima degrada las poliosa§ a través de
sucesivas separaciones de las unidades de mono u oligosacaridos, usualmente del
extremo no reductor de la cadena de polisaciridos. Una endoenzima actua al azar,
induciendo mdltiples hidrélisis, las cuales se acompafian con un pronunciado descenso del

grado de polimerizacion del sustrato. Finalmente, el polimero es degradado a
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monosacdridos y oligosacaridos que no pueden dividirse mas (Spiridon & Popa, 2005). Los
microorganismos que producen estas enzimas son Aspergillus niger y Trichoderma reesei

(Aehle, 2007; Parkin, 2008).

Existe una demanda creciente por estas enzimas, especialmente en la industrializacién de
productos agricolas, como los jugos de frutas y las conservas (Mikan-Venegas &
Castellanos-Suarez, 2004). Barzana et al. (2002) utilizaron diversos tipos de enzimas, entre
ellos hemicelulasas y celulasas, para extraer carotenoides de la flor de Tagetes erecta, la
cual es una fuente significativa de estos colorantes naturales. Se utilizaron este tipo de
enzimas ya que se habia comprobado que su uso mejoraba el rendimiento y la calidad de
algunos productos aceitosos como la canola, el algodén, el girasol, etc. Se observé que el
tratamiento enzimatico previo al tratamiento mecanico resulté en una mejora de los
rendimientos de todos estos productos. Al final de la investigacién con la flor Tagetes
erecta, se encontré que con el tratamiento control (sin enzimas) se obtuvo una
recuperacion de los carotenoides del 44%, mientras que el rendimiento se incrementé a
97% cuando se mezclaroh enzimas marca Vizcozyme y Pectinex, de la casa productora
Novo-Nordisk antes de la extraccion. Se observé también que al afiadir Unicamente la
enzima Viscozyme, la cual contiene principalmente, hemicelulasas, pectinasas y celulasas
la recuperacion fue mas alld del 45% indicando que hubo modificaciones dentro del tejido

celulary que se obtienen buenos rendimientos utilizando diversos tipos de enzimas.

3.6 Tratamientos previos a la utilizacion de enzimas .

Los componentes de las paredes celulares de las plantas son dificiles de extraer o de
solubilizar (Kasai et al., 2006), ya que forman una estructura muy compleja (Kasai et al.,
2004). Se han aplicado pretratamientos para hacer mas efectiva la digestion enzimatica en
los componentes de las paredes celulares de las plantas, entre los cuales se incluyen el

desgrasado, centrifugacion, aplicacién de vapor, la molienda del material {Arrigoni, 2001),
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el autoclavado con agua (Kasai et al., 2004; Kasai et al., 2006) y acidos (Cuervo et dal.,

2009).

Kasai et al. (2004) realizaron un autoclavado en agua de la harina de okara, el cual es un
residuo obtenido del procesamiento de la soya y es una importante fuente de fibra.
Posterior al autoclavado se agregaron celulasas. El tratamiento con autoclave por 121 °C
por 20 minutos favorecid la digestion enzimatica, removiendo las gomas que unen los
componentes de la pared celular, pues las paredes celulares crudas del okara no podrian
haber sido facilmente digeridas por la celulasa en una digestion enzimatica real (sin
aplicacién de autoclavado). Los resultados obtenidos por Kasai et al. (2006) presentan
similitudes con el estudio anterior. Se aplico un autoclavado en agua (121 °C por 10 min) a
granos de café, se realizé un tratamiento enzimatico con celulasas y se evalu6 su efecto en
las paredes celulares. Se comprobd por microscopia que los complejos que forman las
paredes celulares fuero'n removidos y se apreciaron algunos residuos de éstas, los cuales
eran muy fragiles. La celulasa no actud sobre el producto crudo debido a que los
adhésivos presentes en la lamela medial detuvieron su digestion, pero las células

individuales que se forman con autoclave en agua fueron facilmente digeridas.

3.6.1 Ultrasonido

El uso de ultrasonido en la industria de los alimentos ha sido motivo de investigacion y
desarrollo desde hace muchos afios. Se define como una forma de energia que viaja en
ondas de sonido iguales o mayores a 20 000 vibraciones por segundo. Otra definicion es
cualquier sonido de frecuencia mas alla de lo que el oido humano puede escuchar, por
ejemplo, arriba de 16 kHz (Pacheco-Reyes, 2009; Azuola & Vargas, 2007). Aplicando estas
frecuencias en un medio liquido, se generan ciclos de expansion, que a su vez forman
presiones negativas y burbujas que crecen y colapsan violentamente, dando lugar a un

fenomeno de mecdnica de fluidos conocido como cavitacion (Pacheco-Reyes, 2009,
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Londofio-Londofio, 2010). Se ha estimado que la temperatura y presion en estos puntos
pueden alcanzar 5 000 °C y 1 000 atm, respectivamente. Sin embargo, las burbujas

generadas son muy pequefas y el calor se disipa al medio en poco tiempo (Ozcan, 2006).

En un sistema sdlido-liquido, la cavitacion puede tener diferentes impactos en la
superficie del soélido, causando erosién e incluso agrietamiento de particulas (Pacheco-
Reyes, 2009). También se incrementa la penetracién del solvente en la superficie del
material vegetal y la liberacion de los productos intracelulares por rotura de las paredes
de la células (Londofio-Londofio, 2010). Bajo estas condiciones se puede desintegrar
material fibroso y celulésico en particulas finas, lo cual libera materiales intracelulares
tales como el almidon o azucares. Debido a esto, el ultrasonido se utiliza para obtener
material intracelular después de la molienda y para la extraccién de algunos compuestos
fendlicos de plantas (Novak et al.,, 2008; Pacheco-Reyes 2009) como, por ejemplo, en
cascarilla de cacao (Quiroz-Reyes et al., 2012), bagazo de uva (Rubio & Usaquén-Castro,

2005) y frutos de vainilla (Pacheco-Reyes, 2009), obteniendo resultados satisfactorios.



29

4. Materiales y métodos generales.

4.1Determinacion de lignina insoluble en acido o acido-insoluble

La determinacion de lignina acido insoluble por el método de Klason corresponde al
residuo que permanece después de una hidrdlisis acida. Se aplicé el método de lignina
Klason propuesto por Gomide & Demuner (1986). A 300 mg de pergamino molido control
se le agregaron 3 mL de acido sulfarico al 72% para hidrolizar los carbohidratos presentes,
se colocd en un bafio termostatizado a 20 °C durante 1 h y se agitd continuamente.
Posteriormente se diluyé con 84 mL de agua para obtener la concentracién de acido de
4% y se colocd en una autoclave durante 1 h a 120 °C. La lignina Klason se retuvo por
filtracion en filtros de vidrio poroso previamente llevados a peso constante, se lavo con
agua destilada y se seco en estufa hasta peso constante. El residuo obtenido es la lignina
Klason Finalmente, los porcentajes de lignina Klason se calcularon por la diferencia de

peso entre el filtro antes y después de la filtracién.

4.2 Determinacion de la fraccion soluble e insoluble

Para determinar las fracciones solubles e insolubles presentes en el pergamino se utilizo el
método de AOAC 991.43 de fibra total, soluble e insoluble en alimentos (AOAC, 2005a)
modificado, el cual se compone de dos partes: digestion enzimatica y filtraciéon. La
muestra molida y seca fue sometida a una digestion enzimatica secuencial, con a-amilasa
“estable al calor, proteasa y amiloglucosidasa para remover la proteina y el almidon. Luego
del tratamiento enzimatico, la muestra fue filtrada y sus fracciones separadas. Se hicieron
2 blancos con las muestras para medir alguna contribucion de los reactivos al residuo, asi
como sus respectivas correcciones de cenizas y proteina. La modificacion consistié en no
corregir la muestra para proteina y ceniza, ya que en esta evaluacion lo que se analizé fue

el efecto de las enzimas sobre la relacion fraccion insoluble:fraccidn soluble.
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4.3 Determinacion de la capacidad antioxidante

Se realizé el método de ORAC (Oxygen Radical Antioxidant Capacity, por sus siglas en
inglés) para determinar la capacidad antioxidante del pergamino de café. Este método
mide la capacidad o la actividad global que tienen todos los antioxidantes presentes en
una muestra para neutralizar radicales peroxilo, los cuales son comparables a aquellas
Especies Reactivas de Oxigeno que son generadas biolégicamente en el organismo. Estos
radicales son producidos a partir del compuesto AAPH (2,2 "-azo-bis (2-amidino-propano)
dihidrocloruro), y reaccionan con fluoresceina como sustrato. El ensayo se basa en medir
la pérdida de la fluoresceina debido a su oxidacidn por accion de un radical peroxilo, e
integrar el drea bajo la curva de intensidad de fluorescencia a través del tiempo. La
capacidad antioxidante del extracto se determina a partir del valor del drea bajo la curva,
ya que la presencia de antioxidantes retrasa el descenso de la fluorescencia, éon lo cual es
posible calcular esa capacidad (Garcia et al, 2011). El area bajo la curva generada es
comparada con una turva patrén obtenida usando diferentes concentraciones de un
analogo de la vitamina E (Trolox) (Huang et al., 2002). Los resultados se expresan en pumol

equivalentes de Trolox/100 g.

4.4 Determinacion de polifenoles totales

Para la determinacién de los polifenoles totales presentes en el pergamino de café y en la
galleta de mayor aceptacion se utilizé el método de Folin-Ciocalteu, el cual se usa para
medir el contenido de_compuestos fendlicos tbtales en productos naturales (Almajano,
2009). La oxidacion de. los fenoles, provocada por reactivo de molibdeno y tungsteno,
causa la aparicion de una coloracién azulada que presenta un maximo de absorcion a 765
nm, y que se cuantifica por espectrofotometria con base en una recta patrén de acido

galico (Almajano, 2009; Garcia et al., 2011).
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4.5 Determinacion de humedad, ceniza, grasa y proteina

La humedad se determiné por el método AOAC 925.10 (AOAC, 1990a) de determinacion
de humedad en los alimentos, en el cual se calcula el porcentaje en agua por la pérdida en
peso debida a su eliminacién por evaporacion del agua. El pergamino se sec a 70 °C por 3

horas, tiempo en el que se obtuvo peso constante.

La determinacién de cenizas fue realizado de acuerdo con el método de la AOAC 923.03
{AOAC, 1990b), que se basa en el residuo seco que se obtiene después de que la muestra
del alimento se expone a elevadas temperaturas de ignicién y oxidacion, siendo éste de
naturaleza inorgdnica, compuesto por sustancias minerales (Badui, 2005). El pergamino de

café se sometié a una temperatura de 500 °C por 5 horas.

La extraccidn y analisis de grasa se realizd segun el método de Soxhlet de AOAC 945.16
(AOAC, 2000). Este método utiliza un extractor Soxhlet, que extrae compuestos de
naturaleza lipidica en una muestra través de una extraccion ciclica de los componentes
solubles en éter que estan presentes en un alimento. Mediante ésta técnica se obtienen

triglicéridos, fosfolipidos, acidos grasos libres y carotenoides (Badui, 2005).

Para determinar la proteina en las muestras se utilizé el método de Kjeldahl AOAC 979.09
(AOAC, 2005b), el cual se caracteriza por el uso de ebullicidn y acido sulfdrico concentrado
que efectia la destruccion oxidativa de la materia organica de la muestra y la reduccién
del nitrégeno organico a amoniaco. El amonio es retenido como bisulfato de amonio y

puede ser determinado por titulacién (FAQ, 1997).

4.6 Autoclavado

El pergamino se autoclavé con una solucién buffer citrato pH 4,8, ya que éste seria el

medio de incubacién de las enzimas celulasas. Se colocaron en un autoclave Tomin
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modelo TM-328 frascos de vidrio que contenian una relacion pergamino:buffer de 1:2 (15
g de pergamino/30 mL de solucién). Los pardmetros utilizados fueron: 121 °C de
temperatura y presion de 1,5 mmHg a tiempos de 30, 45 y 90 min. También se utilizé
acido fosférico al 1% (pH 2) por un tiempo de autoclavado de 45 min. El autoclave
descompresiond rapidamente (1 min) luego de cada tratamiento. Las muestras
pretratadas fueron deshidratadas en una estufa de conveccién a 70 °C por 5 horas para

realizar andlisis posteriores.

4.7 Ultrasonido

Con el objetivo de alterar la estructura anatdmica del pergamino de café y hacer mas
accesible el material a las celulasas, se realizd la técnica de ultrasonido al pergamino de
café, en una relacién peso:volumen de 1:10 (30 g de pergamino/300 mL de agua),
obtenido en pruebas preliminares, con diferentes parametros de potencia y tiempo, los
cuales fueron: 44 W/cm? por 5 min, 44 W/cm? por 10 min, 50 W/cm? por 5 min, 50 W/cm?
por 10 min y 56 W/cm? por 5 min. El pergamino resultante de los diferentes tratamientos
se observé al microscopio y aquel que presenté mayores modificaciones en su estructura

anatomica fue incubado enzimaticamente con celulasas.

4.8 Tratamiento con preparado enzimatico de celulasas del pergamino
pretratado

En el presente estudio se utilizo un tratamiento enzimatico con celulasas en el pergamino
de café, con el objetivo de poder hidrolizar parcialmente a la celulosa y cambiar su
textura, pero sin afectar las propiedades de la fibra dietética, es decir, sin degradarla

totalmente.

Se utiliz6 una enzima comercial, ENZECO® CELLULASE CE-2, con una actividad enzimatica

reportada de aproximadamente 22 000 unidades de endocelulasa por gramo (ECU/g) por
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la casa productora Enzyme Development Corporation. Se agregaron 300 pL de preparado
enzimatico a las muestras autoclavadas por 30 min y secadas a 70 °C y las que fueron
ultrasonicadas a 44 W/cm2 por 5 minutos. La incubacién enzimatica se llevo a cabo por5 h

y 24 h a una temperatura de 50 °C y se realizé por triplicado.

4.9 Método enzimatico colorimétrico para la determinacion de glucosa

Se utilizd el método enzimatico colorimétrico para la determinacion de glucosa en el
liqguido sobrenadante de los tratamientos de pergamino autoclavado con buffer citrato pH
4,8 a 30 minutos y el que fue ultrasonicado a 44 W/cm? por 5 minutos, sin y con la
aplicacion de enzimas celulasas por 5 h y 24 h, con el objetivo de identificar presencia de
glucosa que indicaria una hidroélisis de la cadena de celulosa a glucosa libre (Quirrasco-

Baruch & Lopez Munguia, 2006).

Se coloco en un tubo de ensayo una gota del sobrenadante de ambos tratamientos y una
gota de reactivo de glucosa de la casa productora Sigma, con la siguiente composicion:
Glucosa oxidasa kU/L, peroxidasa 1.2 kU/L, fenol 4.0 mM, estabilizadores y detergentes.
Se incubd a 37 °C por 5 minutos para detectar un cambio de color, ya que en presencia de
glucosa se forma una quinonaimina roja proporcional a Ia concentracion de glucosa en la

muestra (Barham & Trinder, 1972)

4.10 Diseiio experimental

Para los analisis fisico-quimicos realizados en el pergamino de café, se utilizé un disefio de
bloques completos al azar. El pergamino se homogenizé de tal forma que no quedaran
particulas muy grandes o muy pequefias en éada muestreo o repeticion, q-ue fueron los
bloques. Los anadlisis se realizaron por triplicado. Se evalué un factor con seis niveles, los

cuales fueron los pretratamientos y tratamientos enzimaticos en el pergamino, y las
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variables respuesta fueron los porcentajes de fraccion soluble e insoluble. Se aplico un

ANDEVA para determinar diferencias significativas entre los niveles.

Para la evaluacion del efecto de la adicién de pergamino en las galletas sobre la dureza y
aceptacion en cada uno de los niveles de sustitucion, se elaboraron 3 lotes de los 4 tipos
de galletas, conteniendo diferentes porcentajes de pergamino. Se aplicé un disefio de
bloques completos, donde los bloques fueron los 3 lotes, con 4 tratamientos (4 diferentes
porcentajes de pergamino agregado). Cada lote correspondié a diferentes tiempos de
muestreo. Para tomar la muestra se homogeneiz6 el pergamino de café, revolviendo su
contenido de tal manera que no predominaran particulas muy grandes o muy pequenas.
De este modo, se tuvo como fuente de variabilidad el lote en cada andlisis realizado. Se
aplicé un ANDEVA para observar diferencias significativas entre los tipos de galletas y una
comparacion de medias de Tuckey para la dureza y la determinacién de la diferencia

minima significativa (LSD) para la aceptacion.

Para la comparacion del efecto sobre la dureza y la preferencia de los consumidores en
galletas gue contenian pergamino molido y sometido a ultrasonido, se utilizé el
porcentaje de pergamino mejor evaluado por los consumidores en la prueba de
aceptacién. Se compararon las dos muestras y se analizaron por medio de una prueba de
chi cuadrado, ya que se analizaron 3 categorias. El otro disefio fue de bloques completos

al azar, con un factor con dos niveles y 3 blogues (lotes).
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5. Efecto de diferentes pretratamientos fisico-quimicos e

incubacién enzimatica sobre el endocarpio del grano del café

5.1 Resumen

El objetivo de esta investigacion fue aplicar diferentes tratamientos al pergamino de café
con el fin de alterar la estructura lignocelul6sica y poder mejorar el acceso de las enzimas
celulasas. Al pergamino sin tratamiento se le realizaron analisis fisico-quimicos de
humedad, ceniza, grasa, proteina, actividad antioxidante, polifenoles totales y fracciones
solubles e insolubles. Las fracciones solubles e insolubles se compararon con el pergamino
pretratado y tratado enzimaticamente. Los pretratamientos aplicados fueron autoclavado
en agua, centrifugado, autoclavado con vapor y ultrasonicacion. Posteriormente se
aplicaron tratamientos enzimaticos con un preparado celulitico. Se evalud la estructura
microscopica del pergamino pretratado y tratado enzimaticamente. El proceso de
autoclavado y posterior tratamiento enzimatico no produjo cambios en la fraccion
insoluble del pergamino (p>0,05). El proceso de ultrasonicacién a 44 W/cm® por 5 minutos
disminuyo la fraccion insoluble del pergamino (89,7%) con respecto al pergamino sin
ningun tipo de tratamiento (96,5%) (p<0,05). El pergamino ultrasonicado a 44 W/cm? por 5
minutos e incubacidn enzimatica por 5 h no produjo cambio en la fraccion insoluble
(87,8%) (p>0,05) con respecto al mismo tratamiento sin incubacion enzimética, pero si se
logré una diferencia significativa en el porcentaje de la fraccidon insoluble entre los
tiempos de incubacién enzimatica (87,8% a las 5 h y 84,4% a las 24 h) (p<0,05). La
evaluacién microscopica de la estructura anatomica del pergamino control y el que fue
sometido a los pretratamientos y tratamientos con enzimas mostré que en el endocarpio
del café la lignina, celulosa y hemicelulosa se en(;uentran unidos en forma entrelazada que

dificulta realizar tratamientos enzimaticos celuliticos.

Palabras clave: Pergamino de café, ultrasonicacién, enzimas celuloliticas, microscopia,

fibra dietética.
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5.2 Introduccion

La fibra dietética constituye uno de los grupos de componentes de la dieta y su fuente
mayoritaria se encuentra en alimentos como frutas, vegetales, granos enteros y cereales
(Wu et al., 2003; Cayo-Alvarez & Matos-Chamorro, 2009). Los componentes de la fibra se
han clasificado de varias formas, pero para efectos de su analisis en el laboratorio se han
dividido en fibra dietética soluble e insoluble. Dentro de la fibra dietética insoluble se
encuentra la celulosa, parte de la hemicelulosa y la lignina, mientras que algunos
componentes de la fibra soluble son las pectinas, gomas y mucilagos (Jones, 2002;
Escudero & Gonzalez, 2006; Napolitano et al., 2006). El constituyente mayoritario de la
fibra dietética se encuentra en las paredes celulares primarias y secundarias de las plantas
y frutos (Cayo-Alvarez & Matos-Chamorro, 2009). Desde la década de los sesenta se ha
promovido la importancia de ingerir fibra dietética en la dieta, lo cual ha contribuido a la
realizacion de estudios que han demostrado sus efectos benéficos sobre la salud
(Escudero & Gonzalez, 2006; Valdez-Martinez, 2006). Existe un gran interés en desarrollar
ingredientes con fibra dietética para la elaboracién de alimentos, los cuales tienen un gran
potencial en el mercado (Clark & Johnson, 2002; Wong & Cheung, 2005; Galdeano &
Grossmann, 2006). Algunas fuentes de fibra que han sido utilizadas para elaborar
productos de panaderia de buena calidad son: salvado de trigo, cascaras de tomate,
cascara de semilla de girasol (Grigelmo-Miguel et al., 2001), pulpa de naranja (Ma_rtinez et
al. 2008), orujo de uva (Canett-Romero et al., 2004) y la cascarilla de avena (Galdeano &
"Grossmann, 2006). El endocarpio del grano del café, o pergamino de café (Avallone et al.,
2001), que es un subproducto del beneficiado del café, posee gran cantidad de fibra
dietética, principalmente insoluble, con contenidos de celulgsa entre 40-49%, de
hemicelulosa entre 25-32% y de lignina entre 33-35% (Bekalo & Reinhardt, 2010), por lo
“que podria utilizarse como fuente de fibra. Sin embargo, el uso de fibra insoluble como
ingrediente de productos alimenticios es limitado debido a su baja aceptacion sensorial

(Sriwattana et al., 2008). Los componentes de la fibra insoluble y, por consiguiente, los
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que aportan la rigidez a las paredes celulares como la celulosa y hemicelulosa, pueden ser
hidrolizados por enzimas como las celulasas y hemicelulasas, que provocan una
despolimerizacion, en mayor o menor grado, que resulta en cambios en las propiedades
del material (Kim et al., 2005). Los componentes de las paredes celulares de las plantas
son dificiles de extraer o de solubilizar (Kasai et al., 2006), debido a su estructura compleja
(Kasai et al., 2004). La lignina se encuentra envolviendo a la celulosa y hemicelulosa
(Segura et al., 2007; Ortiz 2009) y forman una matriz (Ortiz, 2009) que impide la hidrélisis
enzimatica microbiana de estas Gltimas (Davila & Vazquez-Duhalt, 2006). Se han aplicado
pretratamientos para hacer mas efectiva la digestién enzimatica de los componentes de
las paredes celulares de las plantas, entre los cuales se incluyen la centrifugacion,
aplicacién de vapor, la molienda del material (Arrigoni, 2001) y el autoclavado con agua
(Kasai et al., 2004). El uso de ultrasonido se ha utilizado para modificar y el desintegrar
material lignoceluldsico (Londofio-Londofio, 2010). Con estos pretraramientos, los
complejos celulares se dispersan y degradan; ademads, hay un adelgazamiento y
descomposicion de la estructura de la pared celular, provocando una liberacién de
compuestos como glucosa, almidén, galactosa, entre otros (Kasai et al., 2006). Por lo que
la composicidn del pergamino de café es principalmente fibra dietética insoluble, en esta
investigacion se aplicaron diferentes pretratamientos con el fin de establecer el mas eficaz
segin su capacidad de modificar su estructura anatémica y facilitar un tratamiento

enzimatico posterior.

5.3 Materiales y métodos

5.3.1 Preparacion de las muestras

El endocarpio o la cubierta de la semilla del café (pergamino), se obtuvo de un beneficio
ubicado en Zarcero, en la provincia de Alajuela en Costa Rica, y se almacend en recipientes

de plastico limpios y desinfectados a una temperatura de congelacién de -18 °C.
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Posteriormente se moli6 utilizando un molino de martillos con una malla de 0,33 mm de
diametro, y se almacené en recipientes de vidrio, a temperaturas de refrigeracion, entre 4

A ol

5.3.2 Evaluacion fisico-quimica del pergamino sin tratamiento

Se realiz6 una evaluacién fisico-quimica del pergamino de café molido sin ser sometido a
ningun tipo de tratamiento, con el objetivo de conocer sus componentes, y las cantidades

de cada uno de éstos.

5.3.2.1 Determinacion de lignina insoluble en acido, acido-insoluble o lignina Klason

Se aplico el método de lignina Klason propuesto por Gomide & Demuner (1986), y que

corresponde al residuo que permanece después de una hidrdlisis acida.

5.3.2.2 Determinacion de la fraccion soluble e insoluble

Para determinar las fracciones solubles e insolubles presentes en el pergamino se utilizo el
método modificado de AOAC 991.43 de fibra total, soluble e insoluble, en alimentos
(AOAC, 2005a). La modificacién cbnsistic'a en no corregir la muestra para analisis de
proteina y ceniza, ya que en esta evaluacion lo que se analizo fue el efecto de las enzimas

sobre la relacién fraccion insoluble:fraccion soluble
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5.3.2.3 Determinacion de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante del pergamino de café se determiné por el método de la
capacidad antioxidante de radicales de oxigeno (ORAC, por sus siglas en inglés). Este
método se basa en medir la pérdida de fluorescencia debido a la oxidacién por accién de
un radical peroxido, e integrar el drea bajo la curva de intensidad de fluorescencia a través

del tiempo (Garcia et al., 2011).

5.3.2.4 Determinacion de humedad, ceniza, grasa y proteina

La humedad se determiné por el método de AOAC 925.10 (AOAC, 1990a). El pergamino se
secd a 70 °C por 3 horas, tiempo en el que se obtuvo peso constante. La extraccion y
analisis de grasa se realizo segun el método de Soxhlet de AOAC 945.16 (AOAC, 2000). La
evaluacion de cenizas fue realizada con el método de la AOAC 923.03 (AOAC, 1990b), para
lo cual el pérg’amino de café se sometid a una temberatura de 500 °C por 5 horas. Para
cuantificar la proteina presente en la muestra se utilizé el método de Kjeldahl AOAC

979.09 (AOAC, 2005b).

5.3.2 Pretratamientos fisico-quimicos aplicados al pergamino de café molido

Con el fin de tratar de alterar la disposicion de la matriz del pergamino y lograr el mayor
acceso de las enzimas a la estructura lignocelulitica, se le realizaron diferentes

pretratamientos fisico quimicos.
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5.3.2.1 Autoclavado

El pergamino molido y una solucion buffer citrato pH 4,8 se colocaron en frascos de vidrio
en una relacién de pergamino:liquido de 1:2 (15 g de pergamino/30 mL de solucidn).
Posteriormente las muestras se introdujeron en una autoclave Tomin modelo TM-328. El
equipo fue programado a una temperatura de 121 °Cy presion de 1,5 mmHg a tiempos de
30, 45 y 90 min. También se utilizé acido fosférico al 1% (pH 2) por un tiempo de
autoclavado de 45 min. El autoclave utilizado descompresionaba en 1 minuto luego de
finalizado los tratamientos. Las muestras obtenidas fueron deshidratadas en una estufa de

conveccién a 70 °C por 5 horas para realizar andlisis posteriores.

5.3.2.2 Centrifugado

Se tomaron 3 g de la muestra de pergamino molido y 3 g de muestra que fue autoclavada
por 30 minutos y se colocaron en un tubo de centrifuga con capécidad para 20 mL.
Posteriormente se agregaron 5 mL de agua en cada tubo, los cuales se centrifugaron en

una centrifuga Adams Dynac Nimero AJ 6717, a 4000 g por 5 minutos.

5.3.2.3 Autoclavado en vapor

Se colocaron 15 g de pergamino molido en bolsas elaboradas con tela de algodoén para el
tratamiento de autoclavado con vapor, de manera que las particulas dé pergamino no se
dispersaran y se perdieran durante la descompresién. Las condiciones del autoclavado
fueron: temperatura de 121 °C, presion de 1,5 mmHg, tiempo de 45 min y tiempo de

descompresion en 1 min.
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5.3.2.4 Ultrasonicado

El pergamino de café malido se colocé en beakers de vidrio y se agregod agua. Se utilizo
una relacion peso:volumen de 1:10 (30 g de pergamino/300 mL de agua). La suspension se
agitd y se colocd dentro de un equipo ultrasénico Misonix Ultrasonic Liquid Processor
modelo $4000, y se aplicaron los siguientes tratamientos 44 W/cm? por 5 min, 44 W/cm?

por 10 min, 50 W/cm? por 5 min, 50 W/cm? por 10 min y 56 W/cm? por 5 min.

5.3.3 Tratamiento con preparado enzimdtico de celulasas del pergamino

pretratado

El preparado enzimatico utilizado fue ENZECO® CELLULASE CE-2, con una actividad
enzimatica reportada por la casa productora Enzyme Development Corporation de
aproximada'mente 22 000 unidades de endo celulasa pdr gramo {ECU/g). A las muestras
autoclavadas por 30 min (15 g pergamino/30 mL de solucién buf\.‘er citrato pH 4,8) se les

agrego 300 ulL de preparado enzimatico.

El pergamino resultante del ultrasonido a 44 W/cm?® por 5 minutos se secé a 70 °C.
Posteriormente se pesé 15 g, se afiadié 30 mL de disolucion buffer citrato pH 4,8 y 300 pL
de preparado enzimatico. La incubacién enzimatica se llevo a cabo por 5y 24 h a una

temperatura de 50 °C y se realiz6 por triplicado.

5.3.4 Determinacion de las fracciones solubles e insolubles del pergamino pre

tratado y tratado enzimdticamente

Las fracciones solubles e insolubles se determinaron al pergamino autoclavado en
disolucion buffer citrato pH 4,8 por 30 minutos, y posterior tratamiento enzimatico por 5y

24 horas y a las muestras ultrasonicadas a 44 W/cm? por 5 minutos, y sus posteriores
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incubaciones enzimaticas a las 5 h y 24 h. Las muestras fueron sometidas a una digestién
enzimatica con a-amilasa estable al calor, proteasa y amiloglucosidasa para remover la
proteina y el almidén. Luego del tratamiento enzimatico, las muestras se filtraron y se
separaron sus fracciones. Se hicieron 2 blancos con las muestras para medir alguna
contribucién de los reactivos al residuo. La modificacién consistié en no corregir la
muestra para proteina y ceniza, ya que lo que se analizo fue el efecto de las enzimas sobre

la relacion fraccion insoluble:fraccion soluble.

5.3.5 Evaluacion de la estructura microscopica del pergamino

Con el objetivo de apreciar y describir los cambios en las fibras que conforman la
estructura del pergamino de café con los pretratamientos y tratamientos con enzimas, se
utilizé un microscopio optico trinocular Eclipse E 400, de la casa fabricante Nikon, con
objetivos de 4X y 10X. Se observaron todos los pretratamientos y tratamiéntos
enzimaticos mencionados en’ la seccion 3. En el caso del pergamino tratado con
ultrasonido, Gnicamente se visualizaron los sometidos a una potencia de 50 W/cm? por 10
min, 44 W/cm? por 5 min, y este Gltimo ademds con 5 h y 24 h de incubacién enzimética.
Se colocaron las muestras y el liquido sobrenadante de los pretratamientos y tratamientos
en una lamina portaobjetos, de forma que no quedaran particulas una sobre la otra, y se
cubrieron con un cubreobjetos. Para la muestra de pergamino Unicamente molido vy el
autoclavado en vapor, se agregd agua con un gotero en el portaobjetos para humedecer
las muestras. Las tomas microscopicas fueron descargadas a una computadora con el

software Nikon NIS.

'5.3.6. Método enzimdtico colorimétrico para la determinacion de glucosa

Se utilizé el método enzimatico colorimétrico para la determinacion de glucosa en el

liquido sobrenadante de los tratamientos de pergamino autoclavado con buffer citrato pH
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4,8 a 30 minutos y el que fue ultrasonicado a 44 W/cm? por 5 minutos, sin y con la
aplicacién de enzimas celulasas por 5 hy 24 h, con el objetivo de identificar presencia de
glucosa, que indicaria una hidrdlisis de la cadena de celulosa a glucosa libre (Quirrasco-
Baruch & Lépez Munguia, 2006). Se mezclaron e incubaron a una temperatura de 37 °C
una gota de ambos tratamientos con una gota de reactivo de glucosa de la casa
productora Sigma, para detectar un cambio de color, ya que en presencia de glucosa se
forma una quinonaimina roja proporcional a la concentracidn de glucosa en la muestra

(Barham & Trinder, 1972).

5.3.6 Diserio experimental

Se utilizé un disefo de bloques completos al azar con tres repeticiones, que corresponden
a los bloques. Se evalué un factor con seis niveles (véase Cuadro 5.2), y las variables
respuesta fueron los porcentajes de fraccion soluble e insoluble. Se aplic6 un ANDEVA

para determinar diferencias significativas entre los niveles.

5.4 Resultados y discusion

5.4.1 Andlisis fisico quimico del pergamino de café

Los resultados de los analisis fisico-quimicos del pergamino de café se muestran en el
cuadro 5.1. El porcentaje de lignina acido insoluble presente en el pergamino de café fue
de 25,30%. El contenido de lignina fue similar a los obtenidos por Braham y Bresani
(1979), quienes réportan 24,40%, y diferente al. registrado por Bekalo y Reinhardt (2010)
que afirman que el contenido es de 33-35%. Negesse et al. (2009) y Ramirez-Martinez

(2012) aseveran que este subproducto se compone principalmente de lignina.
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La determinacion de las fracciones solubles e insolubles del pergamino por medio de la
modificacion del método enzimatico gravimeétrico de la fibra dietaria mostré que el
pergamino presentd 96,5% de fraccion insoluble y 3,7% de fraccion soluble. En otros
estudios se reporta que el pergamino contiene grandes cantidades de celulosa vy
hemicelulosa (Murty & Naidu, 2012), constituyendo un 98% del pergamino (Bekalo &
Reinhardt, 2010). La mayoria de literatura referente al pergamino expone informacion
sobre sus compuestos insolubles, no asi los solubles, por lo que esta informacion resulta

muy util para otras investigaciones sobre el pergamino de café.

Cuadro 5.1. Caracterizacion fisico-quimica del pergamino de café en base seca.

Determinacion Cantidad

Lignina acido insoluble (g/100 g) 25,3040,04

Fraccion soluble (g/100 g )* 3,740,3

Fraccién insoluble (g/100 g )* 96,5+0,5

Actividad antioxidante (umol TE/100 g) 123942

Polifenoles totales (mg acido gélico/100 g) No detectados (<3,02 mg/g)
Humedad (g/100 g ) 7,6+0,1

Cenizas (g/100 g ) 0,71040,002

Grasa (g/100 g) No detectada

Proteina (N x 6,25) (g/100¢g ) . 2%z0

Los valores son el promedio tdesviacion estandar de triplicados *Fracciones

resultantes después de la digestion enzimatica de método de fibra dietaria.
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A pesar de que no se detecto la presencia de polifenoles en el pergamino, este presento
una actividad antioxidante de 1 239 umol TE/100 g, por lo que esta propiedad puede ser
atribuida a compuestos no fendlicos presentes en el café, como la cafeina, ya que estudios
recientes demuestran que posee actividad antioxidante (Pérez-Hernandez et al.,, 2012)
Adicionalmente, se afirma que el pergamino posee pequefas cantidades de polifenoles
Mitkjovick et al. (2010), y presumiblemente no fueron detectados por el método utilizado
para su determinacion, en caso que estuvieran presentes. Negesse et al. (2009) refieren
que el pergamino de café presenta altas concentraciones de compuestos fenélicos en el
procesamiento en seco. El pergamino evaluado en este estudio fue sometido al
procesamiento en himedo, que es el que se utiliza en Costa Rica para obtener el café en
grano comercializable (Adams & Ghaly, 2007). Lo anterior puede explicarse por el hecho
de que el agua utilizada para lavar el grano de café arrastre compuestos fendlicos, ya que
algunos de ellos exhiben hidrosolubilidad (Quifiones et al., 2012), por lo que el tipo de
procesamiento podria haber influido en el contenido de polifenoles totales 'en el

pergamino.

La humedad del pergamino del café encontrado en el presente estudio fue de 7,6%.
Valores similares fueron encontrados por Braham y Bressani (1979). El contenido de
ceniza en el presente estudio fue de 0,71%, mientras que otros autores reportan un rango
entre 0,5-1% (Braham & Bressani, 1979; Bekalo & Reinhardt, 2010). En cuanto a la grasa,
no fue detectada en el pergamino de café en esta investigacion y otros autores (Braham &
Bresani, 1979) reportan que el porcentaje en este subproducto es de 0,6%, lo que indica
que presenta muy poca materia grasa. Se encontré un 2% de proteina en el p_érgamino.
Braham y Bressani (1979) refieren que el pergamino posee 0,29% de nitrégeno, lo que

equivaldria a 1,80% de proteina.
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5.4.2 Estructuras microscopicas del pergamino de café con pretratamientos

El analisis microscopico del pergamino sometido Unicamente a molienda, se aprecia en la
Figura 5.1. Las fibras que conforman el pergamino son muy complejas, presentando
formas de redes, ya que se pudo visualizar estructuras entrelazadas una sobre otra.
Resultados similares fueron reportados por Ramirez-Martinez (2012). Esta disposicion de
fibras entrelazadas implica que hay que separar dos barreras de fibra para hacer mas
accesible la estructura al ataque enzimatico. Se apreciaron algunas fibras liberadas de la
matriz lignoceluldsica, lo que pudo deberse al efecto de la molienda, ya que esta produce
reduccion y ruptura del tamafio de las particulas (Delgenes et al., 2003). Sin embargo, la

matriz fibrosa no se vio afectada considerablemente por esta técnica.

5 gy
Figura 5.1. Microscopia anatémica del pergamino de café molido.
Flechas blancas sefialan burbujas de aire infiltradas en las muestras.

Flecha azul indica una fibra liberada. 10X.

La Figura 5.2 muestra la visualizacion microscopica del pergamino de café molido
sometido a centrifugacidon por 5 minutos, en la cual se observaron fibras liberadas y con
forma alargada, que indicé que el centrifugado separd las fibras individuales de la
estructura fibrosa del pergamino (que probablemente se liberaron con la molienda). Sin
embargo, se conservaron muchas estructuras que forman redes de fibras, como en el

pergamino sometido solo a molienda.
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Figura 5.2. Fibra de pergamino de café molido sin

autoclavar sometido a posterior centrifugacién por 5

minutos. 20X.

La observacion microscopica del pergamino de café autoclavado en la solucién buffer
citrato pH 4,8 por 30 minutos y sin ningln tratamiento posterior mostro fibras alargadas
separadas de la estructura fibrosa del pergamino (Figuras 5.3 A, B, C). Se aprecian
también restos de parénquima entre las fibras individuales (flechas), lo que indico ;:Iiue-
este tejido celular se desintegrod con el tratamiento. El parénquima es el tejido simple y el
tipo basico de la célula diferenciada (Flores-Vindas, 1999). Las células del parénquima
tienen una pared celular primaria delgada y poseen poca celulosa. El parénquima sufrié
lisis celular con el autoclavado, ya que carece de la rigidez que aporta la celulosa (lzco et
al., 2004). Aunque hubo liberacién de fibras, la estructura en forma de red se mantuvo
(Figura 5.3D), por lo que el tiempo de autoclavado a los 30 minutos tampoco produjo una

liberacion total de las fibras.
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s 7
" B

o de café autoclavado en solucion buffer

Fignra 5:3. Miosopia e rgin
citrato pH 4,8 por 30 minutos. (A) Fibras de pergamino liberadas. 20X. (B).
Aproximacién de fibra de pergamino. 20X. (C). Fibras de pergamino y restos
de parénquima, indicados por las flechas 10X. (D) Estructura fibrosa con fibras

individuales parcialmente liberadas. 10X.

En el pergamino autoclavado con solucién buffer citrato pH 4,8 por 30 minutos y

posteriormente centrifugado por 5 minutos se pudo apreciar fibras libres (Figura 5.4A).

Figura 5.4. Fotografia microscopica del pergamino de café autoclavado con buffer citrato pH 4,8 por

30 minutos y posteriormente centrifugado por 5 minutos. (A) fibras libres. Vista 10X. {B) Fibras que

no fueron liberadas en su totalidad. 4X.
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Lo anterior podria indicar que el autoclavado y posteriormente la centrifugacion liberaron
parcialmente las fibras de la matriz. En la Figura 5.4B se observan fibras que no se

liberaron completamente de la matriz.

En el pergamino de café sometido a un autoclavado con solucién buffer fosfato 4, 8 por 90
minutos también se observaron restos de parénquima (Figura 5.5) y fue similar al

tratamiento por 30 minutos, pues las fibras en forma de red permanecieron.

Figura 5.5 Microscopia del pergamino de café después de

haber sido sometido a un autoclavado con solucién buffer

citrato pH 4, 8 por 90 minutos. Flecha indica fibras

sueltas y restos de parénquima. 10X.

Al autoclavar el pergamino de café con acido fosférico al 1% por 45 minutos, no se
observaron fibras iiberad‘as de la estructura de pergamino y se mantuvieron las fibras en
forma de red (Figura 5.6). Se utiliz6 el acido fosférico al 1% ya que es usual que se utilicen
acidos para mejorar el acceso de las enzimas a la celulosa (Cuervo et al., 2009, Cardona-
Alzate y Orrego-Alzate, 2009), lo cual no fue efectivo en el pergamino. Adicionalmente, el
porcentaje de acido fue bajo ya que el pergamino se utilizaria en la elaboracion de un

producto alimenticio.
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Figura 5.6 Vista microscépica de pergamino de
café luego de un autoclavado en écido

fosférico al 1% por 45 minutos. 4X.

La Figura 5.7 presenta el pergamino de café cuando se sometié al contacto con vapor de
agua por 30 minutos. Se pretendié con este método simular la técnica de “puff explosion”
o) explosiéln con vapor, que rompe las estructuras por la rapida descompresion interna que
se genera por dife-rencias de presion; sin embargo, el equipo disponible no permitié

cumplir con esta expectativa.

Figura 5.7 Estructura vista al microscopio del

pergamino de café sometido a vapor de agua por 30

minutos. 4X.
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Se observa que el autoclavado con vapor no produjo ningun cambio en la estructura de las
fibras que conformaban el pergamino de café, ya que éstas no se liberaron de la matriz y
presentd una apariencia similar a la del pergamino molido sin ningin tratamiento
posterior. Por lo tanto, se descarto este método como una alternativa de pretratamiento

a la incubacion enzimatica.

En cuanto a los tratamientos utilizando ultrasonido, se aprecid una liberacion parcial de
fibras, aunque las estructuras grandes que contenian la red fibrosa permanecieron (Figura
8), independientemente de la potencia aplicada y el tiempo de ultrasonido. En la Figura
5.8A se muestra el tratamiento a 44 W/cm’ por 5 min y la Figura 5.8B representa el
tratamiento a 50 W/cm? por 10 min, no apreciandose diferencias en cuanto a la liberacién

de sus fibras.

Figura 5.8. Pergamino de café sometido a ultrasonicacion. (A). Aplicacién-de una potencia de 44W/cm’ por 5

minutos. (B). Tratamiento de 50 W/cm? de potencia por 10min. 4X.

Se apreci¢ tejido parenquimatoso liberado en los tratamientos con ultrasonido (Figura
5.9). En los frascos de almacenamiento se observd una capa turbia que flotaba por encima
del pergamino, lo que no ocurrié en los tratamientos donde no se aplicé ultrasonido.
Posiblemente hubo lisis celular debida al ultrasonido, ya que este tejido posee una pared

celular delgada (lzco et al.,, 2004)
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Figura 5.9 Parénquima liberado durante el
tratamiento con ultrasonido, indicado por el circulo.

Potencia 44 W por 5 minutos. 4X.

5.4.3 Estructura microscépica del pergamino pretratado e incubado con

preparados celuliticos

En los tratamientos del pergamino de café autoclavado en solucion buffer citrato 4,8 por
30 minutos, y sometido luego por 5 y 24 horas a incubaciéon enzimatica con celulasas, se

observé un desprendimiento parcial de una capa celular de fibras del pergamino.

Figura 5. 10 Pergamino de café molido y autoclavado en solucion buffer citrato 4,8 por 30 minutos,
y posterior incubacion enzimatica con celulasas por 24 horas (A) Fibra de pergamino con capas

celulares en forma de red (20X). (B) Fibra de pergamino liberada {20X).
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Por lo tanto, se presenta Unicamente la estructura anatémica del pergamino autoclavado
e incubado por 24 horas (Figura 5.10A), en donde se apreciaron fibras libres (Figura

5.10B), aunque la mayoria del material conservo su estructura original.

En los pretratamientos del pergamino de café sometido a una potencia de 44 W/cm” por 5
min y posterior incubacidon enzimatica con celulasas a las 5 h (Figura 5.11A) y 24 h (Figura

5.11B) se apreciaron fibras sueltas liberadas de la matriz.

Por medio de la observacion de las fibras liberadas, se pudo apreciar que el tipo de fibras
que presento el pergamino eran fibroesclereidas, que se aprecian en las Figuras 5.12A y
5.12B, y que pertenecen al tejido esclerénquima, formado por células de paredes gruesas,
secundarias, duras, eldsticas y lignificadas (Flores-Vindas, 1999; lzco et al., 2004) que
proporcionan resistencia a los 6rganos de las plantas (Flores-Vindas, 1999). La observacion

microscopica permitié determinar que la estructura en forma de red fue casi inalterable.

Figura 5. 11 Pergamino de café sometido a ultrasonicacion a una potencia de de 44 W/em? por 5 minutos y

posteriores incubaciones enzimaticas con celulasas. (A) Incubacién por 5 horas, (B) Incubacién por 24 horas.

10X

Con la informacion anterior se concluye que el pergamino posee una estructura compleja

y dificil de alterar debido a la presencia de las fibroesclereidas, las cuales son células de
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gran rigidez, que no permitieron la modificacion de las fibras con los tratamientos
aplicados en este estudio, pero que fueron liberadas en cierto grado con la aplicacién de

algunos pretratamientos y tratamientos enzimaticos.

Ademas de la presencia de esclereidas, la naturaleza de los componentes de la lamela
media también influyo en la ineficacia de los tratamientos para liberar una mayor cantidad
de fibras. La laminilla media es una capa que une las paredes primarias de dos células
contiguas (Bohorquez-Santana, 2011). Se ha evidenciado que el calcio se une en la lamela
media al acido poligalaturénico, formando pectatos que permiten una elevada cohesién
entre las células (Gomez-Calabrano & Mora-Chesta, 2004). Es de naturaleza
principalmente péctica, pero a menudo en las células mas viejas se lignifica (Bohdrquez-

Santana, 2011).

Figura 5. 12 Microscopia de las fibroesclereidas del pergamino de café. (A). Fibras obtenidas del tratamiento

autoclavado en solucién buffer fosfato pH 4,8 por 90 minutos (B). Fibras liberadas con el tratamiento

ultrasénico a 50 W/em? por 10 minutos. 10X

5.4.4 Evaluacion fisico-quimica del pergamino de café sometido a varios

tratamientos e incubado con un preparado celulitico

La fraccion insoluble del pergamino molido y sin ningin tratamiento posterior fue de

96,5+0,5 vy la fraccion soluble fue de 3,7+0,3.
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La fraccion soluble en los tratamientos con autoclavado no fue detectada (Cuadro 2), lo
que pudo deberse a la exposicion de estos compuestos a altas temperaturas y tiempos
largos que los degradaron. Segun Davila et al. (2012), las pectinas, que forman parte de la

fibra soluble, pueden degradarse a temperaturas sobre 100 °C y a tiempos prolongados.

Cuadro 5.2. Porcentaje de las fracciones solubles e insolubles del pergamino de café sometido a

diferentes pretratamientos e incubacién enzimatica.

Tratamiento Fraccién insoluble’  Fraccién soluble’
(%) (%)
Molido : 96,5+0,5a* 3,740.3
Autoclavado pH 4,8 por 30 minutos 95,8+0,3ab No detectada
Autoclavado pH 4,8 30 minutos y posterior incubacion 94,1+1ab No detectada

por 5 horas con preparado celulitico

Autoclavado pH 4,8 30 minutos y posterior incubacién 94,6+0,5b No detectada

por 24 horas con celulasas
Ultrasonicacién a 44 W/cm’ por 5 minutos 89,7+0,9¢ No detectada

Ultrasonicacion a 44 W/cm? por 5 minutos y posterior 87,8%+2,2¢ No detectada

incubacién con celulasas por 5 horas

Ultrasonicacién a 44 W/cm® por 5 minutos y posterior 84,4+1,0d No detectada

incubacidn con celulasas por 24 horas

Los valores son el promedio + desviacion estandar de triplicados *Letras distintas en la misma
columna indican diferencias significativas (p<0,05). 'Fracciones resultantes de la digestion

enzimatica para fibra dietaria.
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Como se puede observar en el Cuadro 5.2, la fraccion insoluble no varié (p>0,05) para el
tratamiento con autoclavado con buffer citrato pH 4,8 por 30 minutos (95,8%) y posterior
incubacion por 5 horas con celulasas (94,1%) con respecto al pergamino sin ningun tipo de
tratamiento (96,5%). La incubacién enziméatica por 24 h no produjo cambios en la fraccion
insoluble 94,6% con respecto a la incubacion por 5h (p>0,05), aunque si hubo una

diferencia con respecto al pergamino sin autoclavar (96,5%) (p<0,05).

El efecto de la temperatura sobre la fraccidén insoluble es muy diferente a lo que ocurre
con la soluble. Soto et al. (2010) encontraron que la temperatura a la cual se descompuso
la celulosa y la hemicelulosa en madera de pino fue de 347 °Cy 315 °C, respectivamente.
Esto explica porque no hubo cambio de la fraccion insoluble (dentro de la que se
encuentra la celulosa, hemicelulosa y lignina) aun con tratamientos de autoclavado a 121
% y presion de 1,5 mmHg. Esto podria deberse a la forma en que los componentes de la
fibra insoluble se encuentran estructurados dentro de las vegetales,- en donde la lignina,
que es indigerible por completo, se encuentra envolviendo a la celulosa y hemicelulosa
(Segura et al., 2007; Ortiz, 2009) formando una matriz (Davila & Vazquez-Duhalt, 2006;
Ortiz, 2009) que restringe al acceso a los dbs ultimos componentes (Segura et al,. 2007),

protegiéndolos de la hidrolisis enzimatica microbiana (Davila & Vazquez-Duhalt, 2006).

El proceso de ultrasonicacién a 44 W/ecm® por 5 minutos produjo un efecto sobre la
fraccién insoluble del pergamino (89,7%) con respecto al pergamino molido sin ningun
tratamiento (96,5%, .p<0.05). Sin embargo, -e[ tratamiento enzimatico por 5 horas (87,8%)
no logré disminuir el porcentaje de la fraccidon insoluble {p>0,05), con respecto a

solamente la aplicacion de ultrasonido.

La aplicacion de ultrasonido a 44 W/cm? por 5 minutos y posterior incubacion enzimatica
durante 24 horas logré disminuir la fraccion insoluble (84,4%) con respecto al mismo

tratamiento ultrasénico con 5 horas de incubaciéon enzimatica (87,8%) (p<0,05). Como
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puede observarse en la Figura 5.8, el tratamiento de sonicacion produjo una liberacién
parcial de fibras, lo que podria haber permitido que durante el tratamiento enzimatico por
24 horas se lograra alguna accesibilidad de las celulasas a la celulosa, produciendo a su vez

una liberacién parcial de fibras (Figura 5.11B).

La prueba enzimatica colorimétrica de glucosa fue positiva en el liquido sobrenadante de
los tratamientos con ultrasonido a 44 W/cm’ por 5 minutos y posteriores incubaciones
enzimaticas a las 5 hy 24 h, ya que hubo cambio de color café a rosa intenso, lo que indicé
que el tratamiento previo con ultrasonido ejercié un efecto parcial sobre la liberacién de
la lignina que rodea la celulosa, permitiendo el acceso de las celulasas a la cadena de
celulosa del pergamino, hidrolizandola y produciendo moléculas individuales de glucosa
(Quirrasco-Baruch & Lépez Munguia, 2006; Kilara & Desai, 2002), la cual fue oxidada por la
glucosa oxidasa presente en el reactivo del kit enzimatico. La oxidacion produce perdxido
de hidrogeno, el cual a la vez se mide por la oxidacién de un cromégeno (Barham &

Trinder, 1972).

5.4.3 Conclusiones

El andlisis de fracciones solubles e insolubles mostré que el uso de ultrasonido y posterior
incubacién enzimatica logré la mayor reduccidon en cantidad de fraccién insoluble. Sin
embargo, ninguno de los tratamientos realizados en la presente investigacion fue efectivo
para liberar en su totalidad las fibras individuales de la estructura del pergamino del café,
lo que pudo estar influenciado por su estructura anatdmica, la presencia de fibras
esclerotizadas, altamente r;‘gidas y resistentes. Se concluye que el pergamino de café es
un material con contenido alto en fibra dietética insoluble, con fibras ordenadas en forma
de red y un 25% de lignina, que imposibilita la digestion enzimatica. Ademas, sus fibras
esclerotizadas, altamente resistentes y rigidas le proporcionan proteccién contra los

tratamientos fisicos o quimicos estudiados.



58

5.5 Referencias.

Adams, M. & Ghaly, A.E.. 2007. Maximizing sustainability of the Costa Rican coffee
industry. Journal of Cleaner Production 15: 1716-1729.

AOAC. 1990a. Official Methods of Analysis. 925.10. Moisture in flour-air oven methods.
AOAC International.

AOAC. 1990b. Official Methods of Analysis. AOAC 923.03. Determination of ash in foods.
methods. AOAC International.

AOAC. 2000. Official Methods of Analysis. 945.16. Crude fat. AOAC International.

AOAC. 2005a. Official Method 991.43 Total, soluble, and insoluble dietary fiber in Foods.
AOAC International.

AOAC. 2005b. Official Methods of Analysis. 979.09. Protein in grain: Kjeldahl Method.
International.

Arrigoni, E. 2001. Enzymatic modification of dietary fiber sources. En: Cho, S.S (editor)
Handbook of Dietary Fiber. Marcel Dekker, Inc.

Avallone, S., Guiraud, J.P., Guyot, B., Olguin, E. & Brillouej, M. 2001. Fate of mucilage cell
wall polysaccharides during coffee fermentation. Journal of Agricultural and Food
Chemistry 49: 5556-5559.

Barham, D. & Trinder, P. An improved colour reagent for the determination of blood
glucose by the oxidase system. Analyst 97:142.

Bekalo, S.A. & Reinhard, H.W. 2010. Fibers of coffee husk and hulls for the production of
particleboard. Materials and structures 43(8): 1049-1060.

Bohorquez-Santana, W. 2011. Papel de la interaccion de calcio y boro en el
ennegrecimiento de los pétalos en rosa (Rosa sp.). Tesis de grado presentada como
requisito parcial para optar el titulo de Magister en Ciencias Agraria-Fisiologia de

cultivos. Universidad Nacional de Colombia.



59

Braham, J.E. & Bressani, R. 1979. Coffee Pulp:Composition, technology, and utilization.
Institute of Nutrition of Central America and Panama. Canada.

Canett-Romero, R., Ledesma-Osuna, A. |.; Robles-Sanchez, R.M., Morales-Castro, R., Ledn-
Martinez, L. & Ledn-Galvez, R. 2004. Caracterizacion de galletas elaboradas con
cascarilla de orujo de uva. Archivos Latinoamericanos de Nutricion 54(1): 93-99.

Cardona-Alzate, .C.A. & Orrego-Alzate, C.E. 2009. Avances investigativos en la produccién
de biocombustibles. Universidad Nacional de Colombia. ISBN: 978-958-44-5261-0.

Cayo-Alvarez, E. & Matos-Chamorro, A. 2009. Obtencién de fibra insoluble a partir de
cdscaras de naranja (Citrus sinensis). Revista de Investigacion Universitaria 1(1): 25-
30.

Clark, R. & Jhonson, S. 2002. Sensory acceptability of foods with added Lupin (Lupinus
angustifolius) kernel fiber using pre-set criteria. Journal of Food Science 67(1): 356-
362.

Cuervo, L., Folch, J.L. & Quiroz, R.S. 2009. Lignocelulosa como fuente de azucares para la
produccion de etanol. BioTecnologia 13(3): 11-25.

Davila, G. & Vazquez-Duhalt, R. 2006. Enzimas ligninoliticas fuangicas para fines
ambientales. Mensaje Bioquimico 30: 29-55.

Ddvila, I.C.A., Rivera, M.A.C., Diaz, M.AH.,, Nava, A.E.L. & Radomile, A.C.M 2012.
Extraccion de pectina de alto metoxilo a partir de cascaras de parchita para la
produccion de mermelada. Universidad de los Andes. Escuela de Ingenieria
quimica.

Delgenes, J.P., Penaud, V. & Moletta, R. 2003. Pretreatments for the enhancement of
anaerobic digestion of solid wastes. Applied Chemistry Solid Wastes 201-228.

Escudero, E. & Gonzalez, P. 2006. La fibra dietética. Nutricién Hospitalaria 21(2):61-72.

Flores-Vindas, E. 1999. La planta. 32 edicién. Editorial Tecnolt:)gica de Costa Rica. Costa
Rica.

Galdeano, M.C. & Grossmann, M.V.E. 2006. Oat hulls treated with alkaline hydrogen
peroxide associated with extrusion as fiber source in cookies. Ciéncia e Tecnologia

de Alimentos 26(1): 123-126.



60

Garcia, J.R., de La Rosa, L.A., Duenez, B.H., Gonzalez, A.G., Lépez-Diaz, J.A., Gonzalez-
Aguilar, G.A., Ruiz-Cruz, S. & Alvarez-Parrilla, E. 2011. Cuantificacion de polifenoles
y capacidad antioxidante en duraznos comercializados en Ciudad Juarez, México.
Tecnociencia Chihuahua 5(2): 67-75.

Gomez-Calabrano, C.A. & Mora-Chesta, J.C. 2004. Evaluacion del efecto de dos extractos
vegetales (Equisetum bogotense y Urtica dioica) sobre el calibre y partidura de
frutos de cerezo (Prunus avium) cv. bing, como alternativa al uso de productos
comerciales, en angol IX regidén. Tesis presentada a la Facultad de Ciencias
Agropecuarias y Forestales como parte de los requisitos para optar al titulo de:
Ingeniero Agrénomo. Universidad Catdlica de Temuco.

Gomide, J.L. & Demuner, B.J. 1986. Determinacdo do teor demlignina em material
lenhoso: método Klason modificado. O Papel 47(8): 36-38.

Grigelmo-Miguel, N., Carreras-Boladeras, E. & Martin-Belloso, 0. 2001. Influence of the
adition of dietary fiber peach in composition, physical properties and acceptability
of reduced-fat muffins. Food Science and Technology 7(5): 425-431.

lzco, J.S., Barreno, E., Brugués, M., Costa, M., Devesa, J.A., Fernandez, F., Gallardo, T.,
Llimosa, X., Prada, C., Talavera, S. & Valdéz, B. 2004. Introduccién a la botanica. 22
Edicién. Mc Graw Hill Interamericana. Madrid, Espafia.

Jones, P.J. 2002. Functional foods-more than just nutrition. Canadian Medical Association.
116(12): 1555-1563.

Kasai, N., Konishi, A, lwai, K. & Maeda, G. 2006. Efficient digestion and structural
charact_éristics of cell walls of coffee beans. Journal of Agricultural and Food
Chemistry 54: 6336-6342.

Kasai, N., Murata, A., Hiroshi, I., Sakamoto, T. & Kahn, R.1. 2004. Enzymatic high digestion
of soybean milk residue (okara). Journal of Agricultural and Food C-hemistry
52:5709-5716.

Kim, Y.J., Kim, D.O., Chun, 0.Y., Shin, D.H., Jung, H., Lee, C.Y. & Wilson, D.B. 2005. Phenolic
extraction from apple peel by cellulases from Thermobifida fusca. Journal of

Agricultural and Food Chemistry 5: 9560-9565.



61

Martinez, O.L.A., Roman, M.0O.M., Gutiérrez, E.L.E., Medina, G.B.M., Cadavid, M.C. &
Florez, O.A.A. 2008. Desarrollo y evaluacién de un postre lacteo con fibra de
naranja. Vitae 15(2):219-225.

Milkjovick, D., Duell, B. & Milkjovick, V. 2010. Methods for coffee cherry products. United
States Patent. US 7,754,263 B2.

Murthy, P.S. & Naidu, M.M. 2010. Recovery of phenolic antioxidants and functional
compounds from coffee industry by-products. Food and Bioprocess Technology.
DOI 10.1007/511947-010-0363-z

Napolitano, A., Lanzuise, S., Ruocco, M., Arlotti, G., Ranieri, R., Halvor, R.S., Lorito, M. &
Fogliano, V. 2006. Treatment of cereal products with a tailored preparation of
Trichoderma Enzymes increases the amount of soluble dietary fiber. Journal of
Agricultural and Food Chemistry 54: 7863-7869.

Negesse, T., Makkar, H.P.S. & Becker, K. 2009. Nutritive value of some non-conventional
feed resources of Ethiopia determined by chemical analyses and an in vitro gas
method. Animal Feed Seience and Technology 154: 204-217.

Ortiz, M.L. 2009. Aproximaciones a la comprension de la degradacion de la lignina.
Orinoquia 13(2):137-144.

Pérez-Hérnandez, L.M., Chavez-Quiros, K., Medina-Sudrez, L.A. & Gamez-Mesa, N. 2012.
Compuestos fendlicos, melanoidinas y actividad antioxidante de cafe verde y
procesado.de las especies Coffea arabica y Coffea canephora.

Quifiones, M, Miguel, M. & y Aleixandre, A. 2012. Los polifenoles, compuestos de origen
natural con efectos sahludables sobre el sistema cardiovascular. Nutricién
hospitalaria 27(1):76-89.

Ramirez-Martinez, A. 2012. Internal structure and water transport in endosperm and
parchment of coffee bean. Tesis para obtener el grado de Doctor en Mecanica de
Ingenieria Civil. Universidad de Montpellier, Francia.

Segura, F.S., Echeverri, R.F., Patifio, A.C.L. & Mejia, A.l.G. 2007. Descripcion y discusion
acerca de los métodos de anélisis de fibra y del valor nutricional de forrajes y

alimentos bara animales. VITAE 14(1): 72-81.



62

Soto, N.A., Ruiz-Machado, W. & Lopez-Lopez, D. 2010. Determinacion de los parametros
cinéticos en la pirdlisis del pino ciprés. Quimica Nova 33(7): 1500-1505.

Sriwattana, S., Laokuldilok, N. & Prinyawiwatkul, W. 2008. Sensory optimization of broken-
rice based snacks fortified with protein and fiber. Journal of Food Science (73): 6-
S333-5338.

Valdez-Martinez, S.E. 2006. Polisacaridos. Pearson Education En: Badui, S. Quimica de los
Alimentos. Capitulo 2.

Wong, K.H. & Cheung, P.C.K. 2005. Dietary Fibers from Mushroom Sclerotia: 1.
Preparation and physicochemical and functional properties. Journal of Agricultural
and Food Chemistry 53: 9395-9400.

Wu, H., Dwyer, K.M., Fan, Z., Shircore, A., Fan, J. & Dwyer, J.H. 2003. Dietary fiber and
progression of atherosclerosis: the Los Angeles. Atherosclerosis Study. American

Journal of Clinical Nutrition 78:1085-91.



63

6 Evaluacion del pergamino de café como fuente de fibra dietética

en galletas

6.1 Resumen

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el pergamino de café como un ingrediente
rico en fibra y con actividad antioxidante en la elaboracion de productos de panaderia. Se
elaboraron formulaciones de galletas con pergamino de café molido afiadido en
diferentes porcentajes (0%, 1% 2% y 5%). Por medio de un analisis sensorial de aceptacion
(prueba de consumidores) y textura (medicion de la dureza instrumental) se estableci6 el
porcentaje de pergamino de café de la galleta mejor aceptada, a la cual se le realizaron
analisis fisico-quimicos (fibra dietética, humedad, grasa, cenizas, antioxidantes vy
polifenoles totales) y se corhbararon con los presentados por el producto sin adicién de
pergamino. El pergamino molido se sometid a ultrasonicacion, y se utilizé para ser
afiadido en galletas utilizando el mismo porcentaje de la galleta con pergamino molido
que obtuvo la mayor aceptacion sensorial. Se compard la dureza y preferencia entre
ambos productos. La galleta con mayor aceptacién fue la que se formuld con 2% de
pergamino de café, que presentd 5,4% de fibra dietética total, 1,68% de humedad, 24% de
grasa, 0,89% de cenizas, 1 116 umol TE/100 g de actividad antioxidante y no fueron
detectados polifenoles totales. La galleta con pergamino uItrasonica&o presentd la menor
dureza (52,0 N} en comparacion con la galleta con pergamino molido (168,2 N) pero no
fue el producto preferido por los consumidores. Se concluyd que el pergamino de café es
una potencial fuente de fibra dietética, que puede usarse para enriquecer productos de

panaderia, sin necesidad de realizar pretratamientos para alterar su textura.

Palabras clave: fibra dietética, galletas, ultrasonido, andlisis sensorial.
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6.2 Introduccion

En las dltimas décadas se ha observado que las demandas en el campo de la produccién
de alimentos son mas exigentes que en el pasado, ya que los consumidores no se
conforman con el sabor y textura que poseen los productos alimenticios, sino que
también consideran de importancia los beneficios que puedan ejercer sobre su salud.
Debido a estos requerimientos se desarrollaron los alimentos funcionales, los cuales
poseen en su formulacién compuestos que ayudan a mantener una buena salud, aparte

de la nutricién bésica (Hasler, 2000; Clark & Johnson, 2002; Siré et al., 2008; Milner, 2010).

Dentro de los alimentos funcionales se encuentran aquellos que contienen fibra dietética
y compuestos antioxidantes. La fibra dietética se define como los polisacaridos presentes
en |E'15 paredes celulares de las plantas que son resistentes a la digestion y absorcién en el
intestino delgado, y sufre una fermentacién éompleta o parcial en el intestino gruesc;. Sus
componéntes se dividen en fibra dietética soluble e insoluble (Jones, 2002; Monro, 2004;
Escudero & Gonzalez, 2006; Napolitano et al, 2009). Su ingestion produce efectos
benéficos sobre la salud (Escudero & Gonzélez, 2006; Valdez-Martinez, 2006), ya que
previene el riesgo de enfermedades cardiovasculares (Soto-Mendivil & Vidal-Quintanar,
2001; Lairon et al., 2005), arteriosclerosis (Wu et al., 2003), y diversos tipos de cancer a
nivel del tracto gastrointestinal, como por ejemplo de colon (Kamran et al., 2008;
Napolitano et al., 2009). Por otro lado, los antioxidantes juegan un papel importante e'-n la
proteccion contra los efectos dafiinos del oxigeno en los tejidos (Huang et al., 2002),
previniendo enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares e inflamatorias (FAO,

2007).

Durante el beneficiado del café se produce una serie de subproductos (Adams & Ghaly

2007, Nabais et al., 2008), dentro de los cuales se encuentran la pulpa, la ciscara y el
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mucilago del café fresco, la piel plateada y el pergamino de café seco (Bekalo & Reihard,
2010). Actualmente el grano del café presenta un interés comercial y representa
aproximadamente el 18% del total de la biomasa del café cerezo cosechado y el 82%
restante se consideran residuos (Adams & Ghaly, 2007). Ha sido una practica comun
utilizar el pergamino de café, el cual constituye alrededor del 12% del grano en base seca,
como material de combustion y para alimentacion animal (Rodriguez-Valencia, 1999).
Anatdmicamente es el endocarpio del grano del café, siendo rico en celulosa, con
contenidos de 40-49% vy, en cuanto al contenido de celulosa y hemicelulosa juntas,
contiene un 74% en promedio (Bekalo & Reinhardt, 2010). Investigaciones realizadas en
pulpa de café (Arellano-Gonzales, 2009) y piel plateada, han demostrado que estos
subproductos poseen compuestos funcionales como fibra dietética y antioxidantes,
dentro de los cuales se encuentra el 4cido clorogénico (Borreli et al., 2004). Este complejo
sinérgico es conocido como fibras dietéticas antioxidantes (AODF, por sus siglas en inglés),
por lo que puede ser posible que el pergamino del café esté constituido por este
complejo, lo cual es muf ventajoso para la elaboracion dle_ aliméntos funcionales,
anadiendo mas efectos beneficiosos que solamente la fraccion de fibra (Murthy & Naidu,

2010).

Debido a las demandas por alimentos funcionales, la incorporacion de fibra en las
férmulas panaderas se ha utilizado con gran éxito (Canett-Romero et al., 2004). En esta
linea de productos, uno de los mas versatiles, populares y de consumo masivo son las
galletas (Maldonado & Pacheco de Delahaye, 2000). Sin embargo, el criterio mas
importante de la seleccion del nivel de incorporacion de cualquier ingrediente es la
contribucién en la aceptacién que éste tendra en el producto final. Se ha demostrado que
la adicion de fibra en la formulacién de un producto afecta las caracteristicas sensoriales
como el sabor y la textura (Clark & Johnson, 2002; Canett-Romero et al., 2004). Por tal
motivo, se han desarrollado métodos fisicos y quimicos para modificar las caracteristicas
de los materiales ligno-celuldsicos de la fibra (Pernalete et al., 2008), entre los cuales se

encuentra el ultrasonido, ya que es un medio eficaz para romper las estructuras de las
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células (Londofio-Londofio, 2010), y se ha utilizado para la exiraccion de algunos
compuestos fendlicos de plantas (Novak et al., 2008; Pacheco-Reyes 2009), como por
ejemplo en cascarilla de cacao (Quiroz-Reyes et al., 2012), bagazo de uva (Rubio &
Usaquén-Castro, 2005), y frutos de vainilla (Pacheco-Reyes, 2009), obteniendo resultados

satisfactorios.

En trabajo de investigacion se determiné el efecto de la adicién de pergamino de café
molido sin ningln tratamiento y pergamino molido sometido a ultrasonido en la
elaboracion de galletas dulces, sobre la aceptaciéon por parte del consumidor y la dureza

determinada instrumentalmente.

6.3 Materiales y métodos

6.3.1 Preparacion del pergamino

El pergamino de café se recolect6 en el beneficio Helsar, ubicado en Zarcero, provincia de
Alajuela, en recipientes limpios y desinfectados y se trastado a la planta piloto del Centro
Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la Universidad de Costa Rica, en donde
se almacené a -18 °C. El pergamino fue molido en un molino de martillos limpio y

desinfectado, con una malla de 0,33 mm y luego se le realizaron analisis fisico-quimicos.

Adicionalmente, una parte del pergamino fue sometido a ultrasonicacién. El pergamino se
colocé en beakers de vidrio y se agregé agua. Se utilizé una relacién peso: volumen: 1:10
(30 g de pergamino/300 mL de agua). La suspension se agito y se colocé dentro de un
equipo ultrasénico Misonix Ultrasonic Liquid Processor modelo S4000 con una potencia de

44 W/cm? por 5 min.
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6.3.2 Elaboracion de las galletas con diferentes porcentajes de pergamino de café

molido

Las galletas utilizadas en este estudio se elaboraron a partir de la formulacion patrén que
aparece en el Cuadro 6.1 y que contiene 50% de harina de trigo con 1,5% de fibra
dietética. Se elaboraron galletas con diferentes porcentajes de pergamino de café con
respecto a la harina de trigo (0%, 1%, 2% y 5%) y se analizé su efecto sobre la aceptacién
de los consumidores y la dureza instrumental. Por otra parte, se elaboraron galletas
utilizando pergamino molido y sometido a ultrasonicacion con el mismo porcentaje de
adicién. Se agregd el porcentaje de pergamino utilizado en la galletas con pergamino

molido que fueron mejor evaluadas por los consumidores.

Cuadro 6.1 Formulacion de la galleta control.

Ingrediente Porcentaje
Harina de trigo 50,4%
Mantequilla 24,15%
Azticar 15,45%
Huevo 8,05%
Vainilla 2%

Para la elaboraciéon de las galletas, se pesaron los ingredientes y se mezclaron.
Posteriormente se moldearon y se hornearon a una te_;'nperatura de 180 °C por 10
~ minutos, y luego se empacaron en bolsas de polipropileno en paquetes de 30 galletas
cada una con un peso aproximado de 6,2 g. Cada paquete se almacend en una bolsa de
polietileno de alta densidad a temperatura ambiente, hasta su posterior analisis. En la

Figura 6.1 se esquematiza el flujograma del proceso.
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Figura 6. 1 Flujograma para la elaboracion de galletas con pergamino de café.

6.3.3 Diserio experimental

Se evalu¢ el efecto de la adicion de pergamino en las galletas sobre la dureza y aceptacion
en cada uno de los niveles de sustitucidn, Se elaboraron 3 lotes de los 4 tipos de galletas.
Cada lote correspondiéd a diferentes tiempos de muestreo. Para tomar la muestra se
homogeneizé el pergamino de café, revolviendo su contenido de tal manera que no
predominaran particulas muy grandes o muy pequenas. De este modo, se tuvo como
fuente de variabilidad el lote en cada analisis realizado. Se aplicd un disefio de bloques
completos, donde los b.loques fueron los 3 lotes, con 4 tratamientos (4 diferentes
porcentajes de pergamino agregado). Se aplic6 un ANDEVA para observar diferencias
significativas entre los tipos de galletas y una comparaciéon de medias de Tuckey para la

dureza y la determinacion de la diferencia minima significativa (LSD) para la aceptacion.

El otro disefio fue de bloques completos al azar, con un factor con dos niveles y 3 bloques
(lotes). Se comparo el efecto sobre la dureza y la preferencia de los consumidores en
galletas que contenian pergamino molido y sometido a ultrasonido, utilizando el

porcentaje de pergamino mejor evaluado por los consumidores en la prueba de



69

aceptacion. Se compararon las dos muestras y se analizaron por medio de una prueba de

chi cuadrado, ya que se analizaron 3 categorias.

6.3.4 Andlisis sensorial

Para determinar el efecto de la adicion del pergamino sobre la aceptacion de los
productos, las galletas con los diferentes porcentajes de pergamino molido fueron
evaluadas por medio de una prueba de agrado (consumidores), con una escala heddnica
hibrida (Villanueva et al., 2005). Las muestras se codificaron con nimeros de 3 digitos y se
presentaron a 99 panelistas en un orden de presentaciéon balanceado y aleatorizado, vy se
les indicdé que expectoraran la muestra y se enjuagaran con agua entre las galletas con
diferentes porcentajes de pergamino. Se aplicé un andlisis de “cluster” o conglomerados a
los datos generados por los consumidores para definir segmentos en cuanto al agrado. Al
obtener los segmentos se realizé un analisis de varianza para determinar cual era el

producto mas aceptado en cada grupo.

Se utilizoé una prueba de preferencia para comparar la galleta con el porcentaje de fibra de
mayor aceptacién y la galleta con el mismo porcentaje de pergamino sometido a
ultrasonido a 44 W/cm* Participaron 70 consumidores, a los que se les presentaron las 2
muestras de galletas (codificadas con nimeros de 3 digitos, balanceadas y aleatorizadas
en el orden de presentacion). Se les pregunt6 por la galleta que preferian, o si no tenian

ninguna preferencia, por lo que se les dio a escoger tres categorias.

6.3.5 Determinacion instrumental de la dureza

Se utilizd el texturémetro TA-XT Plus y el software Texture Exponent, de Stable

Microsystems para evaluar el efecto del porcentaje del pergamino sobre la dureza en las
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galletas con pergamino molido en diferentes porcentajes y a la galleta con pergamino
ultrasonicado a 44 W/cm? por 5 min. Se realizaron 5 repeticiones de cada lote para
promediar los resultados y obtener un valor por lote y por tratamiento. Las condiciones
con la que oper6 el programa fueron las siguientes: modo de compresion, velocidad pre-
prueba: 1 mm/s, velocidad de prueba: 3 mm/s, velocidad post-prueba: 10 mm/s, distancia
0 penetracién: 5 mm vy el aditamento utilizado fue una cuchilla de borde romo (sin filo). El
analisis se realizé colocando las galletas de tal manera que la cuchilla compresionara a la
mitad. La dureza se calculd como la altura de la fuerza maxima en el gréfico de fuerza de

corte con cuchilla vs tiempo (Ver Figura 6.2)
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Figura 6.2 Grafico caracteristico del corte con cuchilla
plana de una galleta con 2% de pergamino de café.

6.3.6 Andlisis fisico-quimico a las galletas

A la galleta con pergamino molido con la mayor aceptacion por parte de los consumidores

se le determiné humedad, grasa, fibra dietética y antioxidantes.

La humedad se determind por el método de AOAC 925.10 (AOAC, 1990a). La galleta se

secé a 70 °C por 5 horas, tiempo en el que se obtuvo peso constante.
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La extraccion y analisis de grasa se realizd segin el metodo de soxhlet de AOAC 945.16

(AOAC, 2000).

La determinacidon de cenizas fue realizada de acuerdo con el método de la AOAC 923.03
(AOAC, 1990b), para lo cual 5 g de galleta se sometieron a una temperatura de 500 e por

5 horas.

La fibra dietética total se determiné por el método de AOAC 991.43 de fibra total, soluble

e insoluble en alimentos (AOAC, 2005a).

Todos los analisis mencionados anteriormente se realizaron por triplicado, en 3 lotes

diferentes o tiempos de muestreo.

6.3.7 Analisis microbiologico

Se realizd el recuento de microorganismos aerobios mesofilos en la galleta con el
porcentaje de pergamino de mayor aceptacién, siguiendo el método oficial de la AOAC
966.23.C (AOAC, 1998), el cual es un indicador de las poblaciones bacterianas en una
muestra. En este analisis, 25 g de la muestra se mezclaron con 225 mL agua peptonada, se
homogenizaron y se realizaron diluciones hasta 10; luego se trasladé 1 mL de cada
dilucion a placas con agar estandar, y se mantuvieron 48 h a una temperatura de
incubacién de 35 °Ck1 °C. Pasado el tiempo de incubacién se procedié con el conteo de las
colonias formadas en las placas, expresandose los resultados como Unidades Formadoras
de Colonias por gramo (UFC/g). El analisis se realizé por triplicado para cada dilucién

utilizada.

6.3.8 Determinacion de la actividad antioxidante

Se realiz6 el método de ORAC (Oxygen Radical Antioxidant Capacity, por sus siglas en

inglés) para determinar la capacidad antioxidante del pergamino de café. Este método se
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basa en medir la pérdida de fluorescencia debido a su oxidacién por accién de un radical
peréxido, e integra el area bajo la curva de intensidad de fluorescencia a través del
tiempo. La capacidad antioxidante del extracto se determina a partir del valor del area
bajo la curva, ya que la presencia de antioxidantes retrasa el descenso de la fluorescencia,

con lo cual es posible calcular esa capacidad (Garcia et al., 2011).

6.3.9 Determinacion de polifenoles totales

Para la determinacién de los polifenoles totales presentes en el pergamino de café y la
galleta de mayor aceptacion totales se utilizé el método de Folin-Ciocalteu, en el cual se
produce una oxidacion de los fenoles presentes en la muestra, que causa la aparicién de
una coloracion azulada que presenta un maximo de absorcién a 765 nm, y que se
_cuantifica por espectrofotometria en base a una recta patron de acido gélico (Garcia et al.,

2011).

6.4 Resultados y discusion

6.4.1 Prueba de aceptacion de las galletas con varios porcentajes de pergamino

molido

El analisis de conglomerados obtenido de los datos del panel de consumidores (n=99,)
demostro que hubo 2 grupos de personas que compartian diferencias en cuanto al agrado
de los tipos de galletas, como se aprecia en la Figura 6.3. El primer grupo estuvo
conformado por 70 personas, correspondiendo al 70,7% de los panelistas. Este grupo
manifestd mayor agrado por las galletas con 1%y 2% de pergamino de café, seguida por la
galleta con 5%, mientras que la galleta control obtuvo la aceptacidon mds baja. El segundo
grupo lo conformaron 29 personas, los cuales mostraron mayor agrado por la galleta

control y la galleta con 1% de pergamino. Los puntajes mas bajos fueron para las galletas
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con 2% y 5%. Este grupo fue el que mostré diferencias mds marcadas por las galletas con
diferentes concentraciones de fibra, mientras que el grupo 1 presenté valores de

aceptacion menos variables.
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Figura 6.3 Promedio de aceptacion para dos grupos de consumidores de las
galletas con distintos porcenta]és (0, 1, 2, 5 %) de pergamino de café. Letras
diferentes en un mismo grupo evidencian diferencias significativas a un 95%

de confianza.

El grupo 1 mostré inclinacion hacia las galletas con fibra, particularmente hacia la contenia
2% de pergamino afiadido, seguida por Ia_ galleta con 1% de pergamino, mientras el grupo
2 prefirid aqueliés que contenian poca fibra (ya sea proveniente de la harina de trigo o
adicionada). Estos resultados indican qué existe un mercado para la adicion de pergamino
como fuente de fibra dietética en alimentos. Es importante destacar que ninguna de las
galletas con los diferentes porcentajes de pergamino de café utilizados fue inaceptable
sensorialmente para ninguno de los grupos. Se considera que un 2% de pergamino molido

seria bien aceptado en la poblacion al agregarlo en galletas.

Estudios en los que se evalta la aceptacién de productos con fibra agregada muestran

resultados contradictorios. En algunos la aceptacion disminuye y en otros se reporta
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aceptacion por productos hasta con un 20%. En muffins con diferentes porcentajes de
fibra de melocoton (0, 2, 3, 4 ,5 y 10%) se encontré que los de menor aceptacién fueron
aquellos que contenian 5% o mas que el producto control (Grigelmo-Miguel et al., 2011).
Cuando se utilizo salvado de maiz en pasteles, se demostré que puede usarse hasta en
niveles de 20% sin causar deterioro en la calidad del alimento, procesabilidad y
aceptabilidad. Por lo que se deduce que las caracteristicas de cada tipo de fibra influyen

en la aceptacion de los consumidores.

Por medio de los resultados de la prueba de preferencia entre la galleta con 2% de
pergamino molido y molido-ultrasonicado (n=70) se aprecid que 36 personas prefirieron la
galleta de pergamino molido, mientras que 16 individuos prefirieron ambos productos, y
18 personas se inclinaron por la galleta con pergamino ultrasonicado (p& 0,05)
obteniéndose que el 74% de los panelistas aceptaron sensorialmente la galleta con

pergamino que no tuvo ningun tipo de tratamiento aparte de la molienda (Ver Figura 6.4).

galleta pergamino molidoambos productos  galleta pergémino
ultrasonido

Figura 6.4. Preferencia por parte de 70 potenciales consumidores de las
galletas elaboradas con 2% de pergamino molido, pergamino molido-

ultrasonicado y ambos tipos de galletas

Estos resultados indican que no es necesario realizar tratamientos posteriores a la

molienda en el pergamino de café que sera utilizado para agregario a productos de
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panaderia como las galletas, para obtener una aceptacion sensorial por parte de los
consumidores. Lo anterior tiene ventaja desde el punto de vista econdémico, ya que un
tratamiento con ultrasonido implica una inversion adicional en el proceso de elaboracion

del producto.

6.4.2 Determinacion instrumental de la dureza

Este analisis sefiald que no hubo diferencias significativas (p>0.05) en cuanto a la dureza
de las galletas debido al porcentaje de pergamino de café agregado, aunque se aprecio
una tendencia a aumentar la dureza conforme lo hizo la cantidad de pergamino afiadido

(Figura 6.5).

Existen muchas investigaciones enfocadas a evaluar el efecto de la adicion de fibra sobre
la dureza de productos de panaderia, y los resulltados difieren dependiendo de la
“composicion de la fuente de fibra. En una investigacion, conforme se aument6 la cantidad
de fibra afiadida a galletas con 15, 22 y 30% de cascarilla de maiz nixtamalizada (CMN)
. como sustituto parcial de harina, la textura fue incrementdndose en comparacion con la
" galleta control (Soto-Mendivil et al., 2001). De igual forma, a medida que un aislado
proteico de soya se incrementd desde 5% hasta un 15%, la dureza se incrementd (Lee &
Brennand, 2005). Grigelmo-Miguel et al. (2001) evaluaron la dureza en muffins
conteniendo fibra proveniente de cdscara de melocoton y este pardametro aumenté. En la
mayoria de los estudios, se agregd porcentajes muy altos del ingrediente:que contenia
fibra, mientras que en el presente caso se usaron porcentajes bajos, lo que afectd poco la

dureza.
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Figura 6.5. Dureza (N) de las galletas con diferentes porcentajes de
pergamino de café anadido. Letras diferentes evidencian diferencias

significativas a un 95% de confianza.

6.4.3 Comparacién de la textura de las galletas con 2% de pergamino de café sin

tratary pergamino ultrasonicado

A las galletas preparadas con 2% de pergamino sometido a ultrasonicacién a 50 W/cm?
por 5 min, se les determind la fuerza maxima necesaria para romper la estructura de los
productos, que fue de 52,06 N en promedio. Este valor es tres veces menor que los
valores de dureza presentados por las galletas preparadas con 2% de pergamino molido

unicamente (168,8 N) (Figura 6.6).

Durante el tratamiento con ultrasonido, se produce una lisis de la pared celular del
material, liberan_do compuestos intracelulares como almidéon o azucares (Novak et al.,
2008). Se observo en los frascos de almacenamiento del pergamino ultrasonicado, la
presencia de una capa de naturaleza turbia que flotaba por encima del material. Esto

podria indicar que hubo una liberacion de compuestos que estarian involucrados en el



77

cambio de textura de las galletas cuando la fibra ultrasonicada fue afadida a los
productos. El ultrasonido suavizé la textura del pergamino vy, por lo tanto, disminuyé la
dureza de las galletas en comparacién con el pergamino sin tratar. Este efecto pudo
influenciar la aceptacion del producto por los consumidores, como se pudo observar en la

prueba de preferencia (Figura 6.4).
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Figura 6.6 Dureza (N) de las galletas a las que se les adiciond 2% de
pergamino molido y 2% de pergamino molido y ultrasonicado. Letras
diferentes evidencian diferencias significativas a un 95% de

confianza.

6.4.4 Andlisis quimico de la galleta con 2% de pergamino de café

La caracterizacion fisico quimica se llevé a cabo a la galleta con la adicién de 2% de
pergamino, que fue la que tuvo mayor aceptacién sensorial. Los resultados aparecen en el

Cuadro 6.2.

El pergamino de café molido presénté un contenido de humedad de (7,6%). La humedad
presente en la galleta fue de 1,68%, lo cual cumple con el limite maximo permitido de este
parametro en galletas simples (sin relleno). La Norma Mexicana para Galletas (NMX-F-

006-1983) s establece un maximo de 6% de humedad en este tipo de productos. El
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procedimiento de horneado a alta temperatura influyd en el bajo contenido de humedad
del producto, mientras que el valor de las cenizas presentes en la galleta también cumple

con la norma mencionada anteriormente, que establece un nivel maximo de 1,5%.

Cuadro 6.2. Caracterizacion quimica del pergamino de café molido y la galleta elaborada con 2%

de pergamino molido (3 lotes)

Determinacion Pergamino de café Galleta 2% pergamino
Humedad (%) 7,610,1 1,6840,04

Grasa (%) no detectada 24,41

Cenizas (%) 0,710+0.002 0,89+0,05

Fibra dietética Total (%) 88,7+ 0,1 5,4+0,4

Actividad antioxidante 1239+2 1116 +27

(um TE/100g)

Polifenoles totales No detectados No detectados

(mg acido galico/100 g muestra) (3,02 mg/g) (3,02 mg/g)

Los valores son el promedio y desviacion estandar de triplicados

La grasa no fue detectada en el pergamino de café por el método que se utilizé para
determinarla, mientras que en la galleta, el porcentaje de grasa fue de 24,06% (Cuadro
6.2). Por lo tanto, el pergamino de café no aportdé materia grasa a la galleta. En el mercado
nacional predominan las galletas con un porcentaje de grasa superior al 20% (Boobier,

2008).

La fibra dietética totall del pergamino de café molido fue de 88,7%. Otros subproductos
obtenidos de los procesos agroindustriales presentan valores mas bajos de fibra dietética
total. La pulpa de la uva roja presenta 77,2%. La cascara de mango es una buena fuente de
fibra dietética, con 51,2% y se ha utilizado en _galletas (Ajila' et al, 2008). Estas
propiedades presentan ventajas y pueden ser uti_Iizadas en divsersos campos de la

industria alimenticia, como por ejemplo, productos de panaderia (O'Shea et al., 2012).

Las galletas con 2% de pergamino de café se consideraron fuente de fibra, ya que

tedricamente, el pergamino de café presenta alrededor de 98% de fibra dietética (Bekalo
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& Reinhardt, 2010) vy, afiadiendo el porcentaje de fibra presente en la harina de trigo
(1,5%), tendrian al menos 3% de fibra dietética, mientras que las que contenian 5% serian
altos en fibra. Segun el Decreto N° 30256-MEIC-S Etiquetado Nutricional de los Alimentos
Preenvasados (2002) de Costa Rica, un alimento es considerado fuente de fibra al
presentar 3 g por cada 100 g de ésta y alto en fibra al presenta dos veces estos valores. El

contenido de fibra dietética total de las galletas fue de 5,42%.

El aumento en la cantidad de fibra dietética de las galletas con respecto al contenido
teorico pudo deberse a la formacidn de almiddn resistente tipo Ill. Este es el almidon que
resiste la degradacién por enzimas amiloliticas in vitro e in vivo. Debido a lo expuesto
anteriormente, el almidon resistente queda incluido dentro de la fibra dietética
(Agustiniano-Osorno, 2004). El almidon resistente tipo Il (AR3) se forma después de
ciertos tratamientos con calor, enfriamiento o humedad. Este tipo de almidén se puede
encontrar en pan, papas cocidas y productos vegetales enlatadbs (Agustiniano-Osorno,
2004; Perez-Valadez, 2010). El almidén resistente, aun siendo un constituyente
mayoritariamente insoluble por su fermentabilidad potencial, se podria englobar dentro
de los compuestos que constituyen la fif)ra dietética soluble. Sin embargo, las fracciones
indigeribles debidas a retrogradacion del almidén son cuantificadas como fibra dietética
insoluble por los métodos enzimaticos-gravimétricos (Agustiniano-Osorno, 2004). En esta
investigacion se utilizé este tipo de método para cuantificar la fibra dietética de todas las
muestras sometidas a estudio, por lo que se podria decir que el almidén presente en la
harina de trigo de las galletas sufrié el fendmeno descrito anteriormente, ya sea en la
etapa de horneo o de enfriamiento de los productos y fue detectado por el método para
determinar fibra, por lo que el valor de este nutriente aumentd. El valor obtenido (5,42%)

se aproxima a los 6 g por 100 g, que se considera un alimento alto en fibra dietética.

Durante la elaboracion de la masa de las galletas, se observo que aquellas que contenian

5% y 2% de pergamino de café (con y sin utrasonido) mostraron maleabilidad y al cortar
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las galletas cambiaban su forma redonda a ovaladas, pues la textura era suave y blanda.
En cambio, en las galletas control y con 1% de pergamino, la masa era firme, mas dura y
mantenian su forma al cortarlas. La presencia de fibra insoluble como la lignina y celulosa
afecta las caracteristicas de la masa de los productos de panaderia, ya que pueden causar
una alteracion en el gluten, una baja tendencia a la hidratacion y, consecuentemente, baija
capacidad de hinchamiento. Estas particulas rigidas y parcialmente hidratadas debilitan la
masa cortando las fibras de gluten. Esto también es un indicativo de una cantidad de fibra
insoluble importante en los productos (Pourfarzad et al, 2012). El pergamino de café
posee en promedio 46,1% de celulosa, 27,8% de hemicelulosa y 34,2% de lignina (Bekalo

& Reinhardt, 2010).

La galleta con 2% de pergamino presentd 1 116 umol TE/100 g segin el método de ORAC,
como lo indica el Cuadro 6.2. En la investigacién de Bilgicli et al. (2007), la capacidad
antioxidante de galletas con 30% de fibras afiadidas de manzana, limén y cascarilla de
trigo fueron de 2 116, 2 263 y 2 036 umol TE/100g, respectivamente. El porcentéje de
pergamino utilizado en este estudio fue menor, lo que indica que esta capacidad podria
aumentar al anadir mayor cantidad de pergamino, y podria ser comparable a otras
galletas con fibras de citricos. Se presume que el hdrneo no afectd la capacidad
antioxidante presente en el pergamino de café, ya que productos horneados la han
presentado (Bilgicli et al., 2007; Sakac et al., 2011). Adicionalmente, los productos que se
forman en la reaccién de Maillard durlante el horneo pudieron aumentar la capacidad
antioxidante total presente en la galleta, ya que en muchos sistemas alimentarios, los
compuestos de Maillard dan lugar a una serie de aspectos favorables, como la formacién
de productos con actividad antioxidante. Estos compuestos se forman por reacciones
entre aminodcidos, especialmente arginina e histidina con xilosa, y aportan un efecto

antioxidante elevado en algunos productos horneados, como las galletas (Gil, 2010).



81

Los polifenoles totales en el pergamino vy la galleta no fueron detectados por el método
utilizado para determinarlos. Segiin Negesse et al. (2009), en el procesamiento en seco el
pergamino de café presenta altas concentraciones de compuestos fendlicos, como los
acidos clorogénicos, dentro de los que se encuentran los acidos cumarico, ferulico y
cafeico, y en Costa Rica se utiliza el proceso himedo para obtener el grano de café. Esto
probablemente se deba a que el agua de lavado arrastre compuestos fendlicos, ya que
algunos exhiben hidrosolubilidad (Quifiones et al, 2012), por lo que el tipo de
procesamiento para obtener el grano de café podria haber influido en el contenido de

polifenoles totales en el pergamino.

6.4.5 Andlisis microbioldgico de la galleta con 2% de pergamino de café

En los 3 lotes de la galleta con 2% de pergamino no se presenté una cantidad significativa
de colonias en las placas con agar, pues se toman en cuenta en recuento aquellas que
tienen un nimero entre 25-300 colonias (Swanson et al., 2001), y solo las placas con la
menor dilucion presentaron colonias. Sin embargo, se reporta un estimado de las
unidades formadoras de colonias, el cual fue de 4x10". Segin Moragas & De Pablo (2004)
el limite maximo permitido de aerobios meséfilos es de 10® UFC/g, valor que las galletas
con pergamino de café no sobrepasaron. Esto indica que el proceso de elaboracién de los
productos se realizé con buenas practicas de manufactura, como fueron limpieza y
desinfeccidn de equipos, utensilios, e ingredientes de buena calidad, que generaron bajos
recuentos microbianos y ademas que el pergamino molido no representé una fuente de

contaminacion microbiana.

6.4.6 Conclusiones

La galleta con 2% de pergamino de café afiadido fue el producto con mayor aceptacion

sensorial, por lo que se considera al pergamino de café como una fuente importante de
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fibra dietética para ser anadido en productos de panaderia, lo cual presenta ventajas en
comparacion con otros productos disponibles en el mercado, debido a su alto contenido
de fibra y actividad antioxidante. La galleta con 5% de pergamino fue la que presentd el
menor agrado sensorial; sin embargo, esta no obtuvo calificaciones bajas, por lo que se
podria decir que las galletas con pergamino de café tienen un potencial para ser
comercializadas. Al realizar un tratamiento como el ultrasonicado, enfocado a provocar
una lisis celular de las paredes del pergamino, se logré obtener un ingrediente que
disminuyd la dureza de los productos terminados en los que se afiadié. Sin embargo, esto
produjo un efecto negativo en la aceptacion por parte de los consumidores. Lo planteado
anteriormente es de gran ayuda para los productores cafetaleros, que le darian un valor
agregado a un subproducto que podria valorizarse considerablemente. Se recomienda

afiadir 2% de pergamino en galletas elaboradas con harina de trigo.
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7 Discusion General

El presente estudio evidencio que el pergamino de café es un material resistente a los
diversos pretratamientos e incubaciones enzimdticas utilizados debido al tipo,
composicion y disposicion de la fibra dietética. La naturaleza de las esclereidas influy6é en
la resistencia del pergamino ante los pretratamientos con los métodos fisicos y quimicos,
asi como a las incubaciones con enzimas celuloliticas. Algunos de los pretratamientos e
incubaciones con enzimas lograron una liberacion parcial de las fibras, aungue con la
determinacién de las fracciones insolubles se evidencié que, si bien se logrd disminuir,

esta se mantuvo en porcentajes elevados.

Los tratamientos con ultrasonido y posteriores incubaciones enzimaticas con enzimas
celuliticas evidenciaron ser los mas e%éi:tivos para disminuir la fraccion insoluble presente
en el pergamino de café, lo que indico que se necesita de varias acciones para poder
obtener una liberacion de fibras individuales, aunque para obtener una mayor reduccion
de la fraccion insoluble probablemente se necesiten de tratamientos mas severos, como
temperaturas superiores a las del autoclavado, segun los resultados obtenidos por Soto e/

al. (2010).

Un tratamiento enzimatico con ligninasas seria un método para degradar la lignina
presente en el pergamino de café, y de esta forma se obtendria un mayor acceso a la
celulosa por las enzimas celulasas, sin tener que realizar pretratamientos con

temperaturas elevadas, tal como lo exponen Davila & Vasquez-Duhalt (2006).

Al no haber un efecto importante sobre la fraccion insoluble de los
pretratamientos y tratamientos enzimaticos, se consideré utilizar el pergamino

Unicamente molido para aplicarlo en galletas.

En el andlisis de conglomerados realizado a partir de los resultados del panel de
consumidores con las galletas que contenian 4 niveles de pergamino de café molido (0%,

1%, 2%, 5%), se obtuvieron 2 grupos de personas que evaluaron de manera distinta su
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agrado por los tipos de galletas. El grupo con mayor niamero de personas se inclind hacia
las galletas con fibra, y la galleta con 0% de pergamino obtuvo la aceptacion mas baja.
Estos resultados evidencian que el pergamino de café es un ingrediente potencial para
enriquecer productos alimenticios como las galletas, y que la textura que aporto6 la fibra es
deseable en las personas interesadas en consumir productos alimenticios que la

contengan, ya que en el panel se comunicé que las galletas a evaluar contenian fibra.

El segundo y mds pequefio grupo del andlisis de conglomerados mostré un mayor
agrado hacia las galletas con bajos niveles de fibra (0% y 1%) mientras que los productos
con 2% y 5% tuvieron bajas puntaciones. Esto indica que estos consumidores percibieron
la textura fibrosa como una caracteristica indeseable en los productos alimenticios, y, por
lo tanto, no serian consumidores potenciales de galletas que contengan pergamino de

café molido y probablemente ningun tipo de fibra.

La galleta con 2% fue la que obtuvo la mayor aceptacion sensorial en el grupo que
mostré agrado hacia las galletas con fibra. Este contenido de fibra es inferior al utilizado
en otras investigaciones que utilizan fibras de melocotdn, limén, manzana, cascarilla de

trigo y maiz (Grigelmo-Miguel et al., 2001; Soto-Mendivil et al., 2001; Bilgicli et al., 2007).

El pergamino de café ultrasonicado disminuy6 la dureza de la galleta a la que fue
afiadida. Sin embargo, la mayoria de los panelistas prefirid el producto sin este
tratamiento, lo cual posiblemente se encuentre relacionada con la textura fibrosa que

agrado al grupo 1 obtenido en el analisis de conglomerados.

Lla capacidad antioxidante del pergamino de café se mantuvo aun con las
temperaturas del horneado. Probab_iemente la fibra dietética insoluble contribuyd a
mantener los antioxidantes luego del proceso térmico. Debido a que el pergamino posee
88,7% de fibra dietética total y una estructura anatomica compleja con fibras en forma de
red y 25% de lignina, la cual protege a la celulosa de actividades enzimaticas de los
microorganismos, es posible que, de igual forma, los antioxidantes del pergamino fueran

protegidos de la alta temperatura. Adicionalmente, se puede sugerir que el corto tiempo
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de horneo (10 min) no afect6 a los antioxidantes presentes. Esto supone ofra ventaja de

enriquecer con fibra de pergamino productos de panaderia.

El pergamino se compone de fibroesclereidas, las cuales son células de paredes
gruesas, duras y lignificadas (Flores-Vindas, 1999; lzco et al., 2004), que fueron las
responsables de la resistencia ante los pretratamientos y tratamientos enzimaticos

utilizados.
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8 Conclusiones y recomendaciones

La naturaleza y disposicion de los componentes de la fibra dietética en el
pergamino de café implica que, para poder separar las fibras individuales se realicen
tratamientos severos sobre su estructura, como el uso de temperaturas elevadas (arriba

de 300 °C).

El panel sensorial realizado a las galletas con pergamino de café tratado vy sin tratar
reveld que no es necesario realizarle un pretratamiento o tratamientos con enzimas para

obtener un producto alimenticio con aceptacién sensorial.

Se necesita de pequeias cantidades de pergamino de café para poder enriquecer
con fibra un producto alimenticio, debido a que presenta una elevada cantidad de fibra

insoluble,

Las personas que prefieren los productos fibrosos serian los potenciales
consumidores de una galleta que contenga pergamino de café sin tratamiento dentro de

su composicién y representan el 70% de la poblacidon evaluada.

La dureza de la galleta con pergamino de café disminuyé cuando el ingrediente fue
sometido al tratamiento con ultrasonido, lo cual no fue aceptable sensorialmente por los

panelistas.

Los consumidores de galletas prefieren aquellas que exhiban caracteristicas de

crujencia y dureza.

Se necesitan tiempos de incubacion con enzimas celulasas mayores a 24 horas
sobre el pergamino de café para obtener una depolimerizacion de la celulosa mayor al

20% cuando se ha aplicado ultrasonido previamente.
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La ultrasonicacion es un método eficaz para lograr lisis celular de las paredes del

pergamino de café y lograr una liberacion de sus estructuras internas.

Con base a los resultados obtenidos en esta investigacion, se realizan las siguientes

recomendaciones:

Elaborar distintos productos de panaderia utilizando pergamino de café, como pan
o pasteles, y por medio de un panel sensorial determinar el porcentaje de pergamino

idoneo para lograr una buena aceptacién por parte de los consumidores en cada uno de

los productos.

Realizar un estudio de los consumidores con la galleta de pergamino de café al 2%
sin tratamiento, ahondando en la percepcidn de estos respecto a su opinién del producto,

empaque y precio ideal para ellos si este se distribuyera en el mercado.
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Apéndice.

Pruebas preliminares

Definicién de la concentracion del porcentaje de pergamino de café en la galleta

Para definir la concentracion de fibra en las galletas, se elaboraron galletas dulces que
contenian 50,4% de harina de trigo, 24,15% de mantequilla, 15,45% de azdlcar, 8,05% de
huevo v 2% de vainilla. Se agregé a los productos diferentes porcentajes de fibra (1%, 5%,
7% vy 10%), y se compararon con una galleta control (0% fibra), por medio de una prueba
sensorial con un grupo pequefio de personas {4 panelistas). Se utilizo la fibra comercial
marca Vitacel® WF 600, la cual es usada especialmente en productos de panaderia
(Ramirez & de Delahaye, 2008) y se extrae de las partes que forman la estructura del trigo
mediante un procesamiento especial termo-dinamico y de refinamiento (Viquez-Ugalde,
2007). Este tipo de f_ibra es micro fina, de color blanco, olor y sabor neutro. La longitud
promedio de las fibras es de 80 um. Tiene capacidad de ligar agua de 480% y una
absorcion de agua de 370%, haciendo que por cada gramo de fibra se deben adicionar 3,8
gramos de agua (Ramirez & de Delahaye, 2008). Posee un 97% de fibra dietética (Ognean
et al., 2006; Viquez-Ugalde, 2007; Rettenmaier & S6hne, sf.), de la cual el 94,5% pertenece
a fibra dietética insoluble y el 2,5% a fibra soluble. Su composicion se basa en 74%
celulosa, 26% hemicelulosa y 0,5% lignina. Es libre de gluten y acido fitico (Viquez-Ugalde,

2007; Rettenmaier & Séhne, s.f).

En el panel se determind que el limite de aceptacion sensorial de las galletas con fibra
Vitacel® fue de 5%, ya que al 1% no habia diferencias en la textura comparada con la
galleta control, al 5% se percibia la fibra afadida pero el producto aln seguia siendo
aceptable, y al 7 % y 10%, las caracteristicas de la masa habian cambiado por completo,
pues presentaban una apariencia reseca y se percibia la fibra con una mayor intensidad, lo

cual no fue aceptable desde el punto de vista sensorial. Por lo tanto, se definieron los
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porcentajes de pergamino de café que serian agregados a las galletas en 4 niveles: 0%, 1%,

2%y 5%.

Cabe destacar que la fibra Vitacel® se hidrata en una proporcién de 1 g fibra/3,8 g de agua
por lo que se utilizd esta misma proporcion de fibra: agua utilizando el pergamino de café,
y éste no absorbio el agua afadida. Esto implicé que no fue necesario agregar agua a la

formulacién de las galletas con pergamino.

Definicion del tamario de la malla de molienda del pergamino de café

Luego de definir los porcentajes de fibra de pergamino que serian agregados a la galleta
control, fue necesario determinar si éste podria agregarse a la masa de la galleta entero, o
si era necesario molerlo. Por lo tanto, se elaboraron galletas con 5% de pergamino de café
entero y sometido a molienda en un molino de martillos, con los siguientes didametros de
mall-a: 0,60 mm y 0,33 mm. Por lo tantd, hubo 2 tipos de galletas segin el diametro de la

malla con el que fue molido el pergamino de café.

Se percibié una textura dura y dificil de masticar en las galletas con pergamino sin molery
el que fue molido en la malla de 0,60 mm. Sin embargo, la galleta con pergamino molido
en malla 33 (0,33 mm de didmetro) fue aceptada sensorialmente, y no se describié-la
sensacion dura y desagradable al masticar; por lo tanto, fue elegida para la molienda del

pergamino en todas las pruebas.
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Definicion de la relacion agua:pergamino utilizada en la ultrasonicacién del

pergamino de café

El pergamino de café se sometié a ultrasonicacion con el objetivo de determinar si este
tratamiento produciria algln efecto tanto en la disminucién de sus fracciones insolubles y
solubles, por medio de determinacién de las mismas, asi como en su estructura
anatomica, por medio de visualizaciéon microscépica. Se utilizé un equipo de ultrasonido
Misonix Ultrasonic Liquid Processor modelo S4000 y se determind la relacion
agua:pergamino que se utilizaria en la investigacion, realizando pruebas con diferentes
pesos en gramos de pergamino y volimenes de agua en mililitros. El equipo consta de una
pieza cilindrica llamaba convertidor, que cambia las sefiales eléctricas a vibraciones
mecanicas y se encuentra conectada a una sonda que genera vibracion acustica y posee

una punta que se introduce en la muestra.

Se probaron diferentés relaciones pergamino:agua, hasta que se obtuvo un burbujeo en la
muestra, que indicé que el proceso de ultrasonido se esiéba realizando eficientemente.
Por lo tanto, 30g de pergamino y 300mL de agua fueron las cantidades que se utilizaron
para los procesos dej ultrasonido, variando los tiempos y las potencias aplicadas a la

muestra en las pruebas definitivas.



