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RESUMEN

La industria del café genera grandes cantidades de residuos que, en su mayoria, son
subproductos derivados de la obtencion del grano café (céscara, pulpa, cascarilla o piel plateada) y
del consumo de la bebida (bagazo). No obstante, se ha demostrado que la cascarilla de café es una
fuente importante de compuestos antioxidantes y antimicrobianos. Por lo que, la extraccion de estos
compuestos es una estrategia para la obtencion de nuevos aditivos conservadores para carne y
productos carnicos. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del extracto
acuoso obtenido de la cascarilla de café fermentada en medio liquido con Pleurotus pulmonarius
sobre la estabilidad oxidativa y microbiol6gica de carne de cerdo molida. Por lo que, se obtuvieron
extractos acuosos por extraccion-asistida por maceracion (EAM-0%, EAM-1.5% y EAM-3.0%,
medio de cultivo + 0, 1.5y 3.0% de cascarilla de café, respectivamente) y fermentacion flngica en
medio liquido (FML-0%, FML-1.5% y FML-3.0%, medio de cultivo + micelio de P. pulmonarius
+ 0, 1.5y 3.0% cascarilla de café, respectivamente). El contenido total de carbohidratos, fenoles,
flavonoides y &cido cafeoilquinico; asi como actividad antirradical (DPPH" y ABTS™, y poder
reductor) y actividad antimicrobiana frente a bacterias patdgenas (Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli y Salmonella typhimurium) fue determinado. Ademas, se evalu6
el efecto de los extractos sobre la estabilidad oxidativa (pH, color, formacion de metamioglobina
y oxidacion de lipidos) y microbioldgica (cuenta total de meséfilos y psicrofilos aerobios) en carne
molida pro-oxidada (0, 0.5 y 1% ferrocianuro de potasio). Los datos obtenidos fueron sometidos a
un analisis de varianza y una prueba de Tukey-Kramer (p<0.05). Los resultados mostraron que el
mayor contenido de carbohidratos lo presentd6 EAM-0%, mientras que el mayor contenido de
fenoles, flavonoides y acido cafeoilquinico total lo mostr6 FML-3.0% (p<0.05). EAM-3.0%
exhibié la mayor inhibicion del radical DPPH", mientras que FML-3.0% mostré la mayor
inhibicion del radical ABTS™ y poder reductor (p<0.05). EAM-1.5% y EAM-3.0% presentaron
mayor efecto frente S. aureus y L. monocytogenes, EAM-1.5%, EAM-3.0% y FML-3.0% frente E.
coli, y EAM-3.0%, FML-0%-FML-3.0% frente S. typhimurium. Ademas, la incorporacion (FML
> EAM) al homogenizado de carne de cerdo, redujo los cambios en los valores de pH, oxidacion
de lipidos, color, formacion de metamioglobinay crecimiento microbiano (p<0.05). En conclusion,

los extractos obtenidos por fermentacion fungica poseen gran potencial como antioxidante y
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antimicrobiano natural para carne y productos carnicos.

Palabras clave: Residuos agroindustriales, fermentacion fungica, actividad antioxidante, actividad

antimicrobiana, Pleurotus pulmonarius, productos carnicos.
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ABSTRACT

The coffee industry generates large amounts of waste that, for the most part, are by-products
derived from obtaining the coffee bean (peel, pulp, husk or silverskin) and the consumption of the
beverage (bagasse). However, coffee hulls have been shown to be an important source of
antioxidant and antimicrobial compounds. Therefore, the extraction of these compounds is a
strategy to obtain new preservative additives for meat and meat products. Therefore, the objective
of this work was to determine the effect of the aqueous extract obtained from fermented coffee
silverskin in a liquid medium with Pleurotus pulmonarius on the oxidative and microbiological
stability of ground pork meat. Therefore, aqueous extracts were obtained by maceration-assisted
extraction (EAM-0%, EAM-1.5% and EAM-3.0%, culture medium + 0, 1.5 and 3.0% of coffee
silverskin, respectively) and fungal fermentation in liquid medium (FML-0%, FML-1.5% and
FML-3.0%, culture medium + mycelium of P. pulmonarius + 0, 1.5 and 3.0% coffee silverskin,
respectively). The total content of carbohydrates, phenols, flavonoids and caffeoylquinic acid; as
well as antiradical activity (DPPH' and ABTS™", and reducing power) and antimicrobial activity
against pathogenic bacteria (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli and
Salmonella typhimurium) was determined. In addition, the effect of the extracts on oxidative (pH,
color, metmyoglobin formation, and lipid oxidation) and microbiological (total count of aerobic
mesophiles and psychrophiles) stability in pro-oxidized ground beef (0, 0.5, and 1% potassium
ferrocyanide) was evaluated. The data obtained were subjected to an analysis of variance and a
Tukey-Kramer test (p<0.05). The results showed that the highest carbohydrate content was
presented by EAM-0%, while the highest total content of phenols, flavonoids and caffeoylquinic
acid was showed by FML-3.0% (p<0.05). EAM-3.0% exhibited the highest inhibition of the DPPH"
radical, while FML-3.0% showed the highest inhibition of the ABTS"" radical and reducing power
(p<0.05). EAM-1.5% and EAM-3.0% had a greater effect against S. aureus and L. monocytogenes,
EAM-1.5%, EAM-3.0% and FML-3.0% against E. coli, and EAM-3.0%, FML-0% -FML-3.0%
against S. typhimurium. In addition, the incorporation (FML > EAM) to the pork meat homogenate
reduced changes in pH values, lipid oxidation, color, metmyoglobin formation and microbial
growth (p<0.05). In conclusion, the extracts obtained by fungal fermentation have great potential

as a natural antioxidant and antimicrobial for meat and meat products.

12
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1. INTRODUCCION

El café es una planta perenne tropical perteneciente al género Coffea de la familia
Rubiaceae, la cual incluye mas de 30 especies. En México, el cultivo de esta planta emplea a mas
de 500 mil productores de 14 entidades federativas y con fines comerciales se producen dos
variedades principalmente, la especie robusta (Coffea robusta L.) y arabica (Coffea arabica L.)
(SAGARPA, 2017). También, se denomina café a la bebida que se prepara con ellas al mezclar el
fruto (tostado y molido) con agua caliente (SAGARPA, 2017; Mussatto et al., 2011).

La industria del café libera grandes cantidades de residuos que, en su mayoria, son subproductos
derivados de la obtencion del grano café y del consumo de la bebida. Estos residuos
agroindustriales representan un enorme problema ambiental, debido a la presencia de material
organico que requiere grandes cantidades de oxigeno para ser degradado (Campos-Vega et al.,
2015; Morthy y Naidu, 2012a; Mussatto et al., 2011). En contraste, se ha demostrado que los
residuos del café son una fuente importante de nutrientes y compuestos bioactivos, a los cuales se
les atribuyen diversas propiedades bioldgicas (Mussatto et al., 2011).

Diversos trabajos de investigacion enfatizan el aprovechamiento y recuperacion de compuestos
bioactivos a partir de residuos de café mediante diversos métodos de extraccion (convencionales y
no convencionales). Por ejemplo, en un estudio se demostré la presencia de compuestos fendlicos
y la actividad antioxidante y antimicrobiana de extractos acuosos de pulpa de café, obtenidos por
el método de maceracién (Duangjai et al., 2016). Mientras que, en otra investigacion se reporto la
presencia de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante de extractos acuosos y metanélicos
(80%) obtenidos de cascarilla de café por ultrasonido, siendo estos mas efectivos que los extractos
obtenidos por el método de maceracion (Wen et al., 2019)

Adicionalmente, la extraccion asistida por fermentacién fungica en medio sélido (FMS) y medio
liquido (FML) es considerada un método eficiente para la produccion y obtencién de compuestos
bioactivos, debido al mayor aprovechamiento del residuo y altos rendimientos de extraccion
(Martins at al., 2011). Ademas, la FML tiene potencial ventaja respecto al cultivo en medio solido,
debido a que permite uniformidad en la dispersion del indculo en el sustrato y reduccion del tiempo,
sin embargo, esto dependera de la especie de microorganismos utilizada, del sustrato y de las
condiciones de cultivo (pH, temperatura, aireacion, otros) (Dey et al., 2016; Xu et al., 2015). En
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este contexto, mediante fermentacion flngica en medio liquido utilizando Pleurotus pulmonarius,
se recuperaron compuestos con actividad antioxidante a partir de piel de pifia, mango y platano
(Ogidi et al., 2020). Por ello, la fermentacién flngica se ha propuesto como una estrategia para la
obtencion de ingredientes antioxidantes y antimicrobianos a partir de fuentes naturales para
prevenir reacciones de oxidacion en los alimentos (Ogidi et al., 2020; Rosales et al., 2018; Fan et
al., 2002).

Las reacciones de oxidacion de lipidos y la contaminacién microbiana son considerados los
factores méas importantes que repercuten en la calidad nutritiva y sensorial de los alimentos,
incluyendo a la carne y productos carnicos, provocando pérdidas y aceptabilidad del producto
(Ribeiro et al., 2019; Papu et al., 2017). Ademas, se ha reportado que estas reacciones promueven
la formacion de compuestos que pueden ser toxicos para el consumidor, mientras que, la
contaminacion microbiana se asocia a enfermedades transmitidas por alimentos. Por esta razon,
algunas estrategias utilizadas para evitar el dafio oxidativo de la carne y productos céarnicos son el
uso de la cadena de frio (refrigeracion), envasado (vacio y atmosferas modificadas), la
incorporacion de aditivos como los antioxidantes y antimicrobianos comercialmente disponibles
(butilhidroxianisol, BHA; butilhidroxitolueno, BHT; terbutilhidroquinona, TBHQ), entre otros
(Papu et al., 2017; Falowo et al., 2014). Sin embargo, el uso no controlado de los antioxidantes y
antimicrobianos sintéticos puede provocar efectos en la salud del consumidor, en consecuencia, se
han realizado esfuerzos para obtener antioxidantes de fuentes naturales, a través de métodos
convencionales y no convencionales, capaces de preservar la carne y productos carnicos (Ramirez-
Rojo et al., 2018).

En base a los resultados obtenidos en estudios previos, se sabe que es reducido el nimero de
investigaciones enfocadas al aprovechamiento de residuos de la industria del café y de la obtencién
de compuestos antioxidantes y antimicrobianos mediante extraccién asistida por fermentacién
fangica, asi como el uso potencial de estos compuestos como aditivos en alimentos. Por lo que, el
objetivo de este trabajo fue determinar el efecto antioxidante y antimicrobiano del extracto acuso
de cascarilla de café obtenido por FML con Pleurotus pulmonarius sobre la estabilidad oxidativa

de carne de cerdo.
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2. ANTECENDENTES

2.1. Produccion de Café en México

Para la produccion de la planta de café o cafeto se requieren ciertas condiciones geogréaficas
(limitada a los Trépicos de Cancer y de Capricornio) y ambientales especiales, de estas Ultimas
podemos hacer mencion de la temperatura (17-26 °C), altura (900-1600 m.s.n.m.), vientos (<30
km/h), lluvias (1000-3000 mm/afio) y humedad (>90%). En este contexto, el mayor productor de
café a nivel mundial en el afio 2011 fue Brasil, seguido de Vietnam, Indonesia, Colombia, Etiopia,
Per, India, Honduras, México y Guatemala. En México, esta planta llegé al pais en el afio 1790 a
la region de Cordoba Veracruz, y posteriormente en el afio 1823 se introdujo al estado de
Michoacan. Mientras que, en 1847 se introdujeron plantas de café al estado de Chiapas (Figueroa-
Hernandez et al., 2011).

Hoy en dia, en este pais se producen alrededor de 820 mil toneladas (Mt) de este grano y se
consumen alrededor de 810 Mt, lo que indica que se satisface alrededor del 100% del consumo
nacional; mientras que el consumo per cépita es de 1.3 kg. Los principales estados productores
(Figura 1) son Chiapas (355 Mt), seguido por Veracruz (209.8 Mt), Puebla (135.7 Mt), Oaxaca
(0.75 Mt) y Guerrero (0.39 Mt). En relacion al balance comercial (exportaciones e importaciones),
para el afio 2016, se reportd un volumen aproximado de 80 y 66 Mt para el afio 2016,
respectivamente, siendo Estados Unidos (43.7 Mt), Espafia (9.7 Mt), Bélgica (8.1 Mt), Alemania
(3.5 Mt), Canada (3.3 Mt) y Cuba (2.5 Mt), los principales destinos de las exportaciones del café
mexicano. Mientras que, los paises de los cuales se import6 café fueron Vietnam (24.6 Mt), Brasil
(14.9 Mt), Honduras (11.44 Mt), Uganda (2.4 Mt), Colombia (1.8 Mt) y Per( (1.7 Mt) (SAGARPA,
2017).
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Figura 1. Distribucidén geografica de los principales estados productores de café en México
(SAGARPA, 2017).

2.2. Procesamiento del Fruto de Café

En muchas partes del mundo, los frutos maduros del café son generalmente procesados en los
mismos lugares donde se producen, los cuales pasan por una serie de operaciones que tienen por
objeto sustraer a los granos de su envoltura original (pulpa, mucilago y otros compuestos) para
obtener un grano comestible de buena calidad (Morthy y Naidu, 2012a; Mussatto et al., 2011). La
cereza de café se compone de dos granos cubiertos por un pergamino delgado como una céscara,
los cuales estan rodeados de pulpa (Figura 2). El fruto o cerezo se cosecha cuando este se vuelve
roja. Mientras que, su procesamiento da inicio con la conversion del fruto de café en granos de café
verde (eliminacion de la pulpa y cascara), siendo el método humedo y seco los métodos basicos

utilizados para realizar este procesamiento (Mussatto et al., 2011).
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Figura 2. Representacion esquematica del corte transversal del fruto de café. Adaptada de Janissen
y Huynh (2018).

El café procesado mediante el primer método se le conoce como café lavado o pergamino, y en
este método la pulpa del fruto que cubre la semilla es removida antes del secado, con el fin de
eliminar el mucilago de la cubierta del pergamino. Ademas, se lleva a cabo un proceso de
fermentacion microbiana (30-35 °C; 24-36 h para ardbica y 72 h para robusta; agitacion 2-3 veces
por periodo) para descomponer la capa de mucilago del pergamino en sustancias simples no
pegajosas, proceso que dependera de las enzimas pectinoliticas. El proceso termina al garantizar a
través del tacto que el pergamino no se pegara después del lavado (Murthy y Naidu, 20123;
Mussatto et al., 2011).

En el segundo método los frutos recién cosechados se esparcen uniformemente para ser secados a
temperatura ambiente durante 12-15 dias, estos granos son agitados una vez cada dia, y el fruto se
considera que estd seco cuando al agitar varias semillas producen un sonido de traqueteo.
Posteriormente, los frutos secos se almacenan para evitar exponerse a condiciones hiUmedas y evitar
la formacién de moho (Murthy y Naidu, 2012a).

También, el tostado de los granos de café es otro paso importante para su procesamiento (etapa que
depende del tiempo y temperatura), ya que en esta etapa se desarrollan sus propiedades
organolépticas (color, sabor y aroma), las cuales pueden afectar la calidad del café y de su bebida.
Este proceso conduce a cambios en la composicion quimica y actividad bioldgica, por lo que el
enfriado después del tostado es una etapa critica en la que se detienen reacciones exotérmicas.

Posteriormente, los granos tostados son envasados enteros o pulverizados (Mussatto et al., 2011).
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2.3. Residuos del Procesamiento del Fruto de Café

El proceso del café inicia con la eliminacion de los componentes externos del fruto o cereza del
café, hasta obtener el grano de café verde (Figura 3). El método humedo se usa principalmente
para Arabica y produce pulpa como subproducto, mientras que el método seco, se usa comdnmente
para Robusta y se obtiene como subproducto a la cascara. La cereza de café estd compuesta en un
50% que corresponde a la semilla, el 1.2% lo compone el residuo conocido como piel plateada o
cascarilla (principal subproducto del proceso de tostado), el 41% son residuos de
mucilago/pulpa/pergamino, y del 7-8% lo conforma la céascara o piel. La pulpa y la cascara son el
primer subproducto del proceso industrial, y por cada tonelada de café procesado se obtienen 0.5
y 0.18 ton de residuos, respectivamente. Mientras que, el segundo subproducto es la cascarilla, la
cual es el tegumento del grano de café (Janissen y Huynh, 2018; Mussatto et al., 2011).
Adicionalmente, considerando que la bebida de café es el segundo producto comercial més
importante en el mundo, durante su preparacion se generan una gran cantidad de residuos. El grano
de café representa un 50% del peso seco del fruto y este una vez tostado-molido se trata con calor
0 vapor para producir un extracto, el residuo que queda despues de la extraccion se conoce como

bagazo de café (Janissen y Huynh, 2018).

3 v
m m

.
i+ (Cascarilla)

P~ Ty o

Figura 3. Representacion esquematica del proceso y de los residuos generados del café. Adaptada
de Murthy y Naidu (2012).
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2.4. Composicion Quimica de los Residuos de Café

Los residuos de la industria de café se componen principalmente de agua, compuestos nitrogenados
(proteinas y aminoacidos libres, cafeina, etc.), lipidos (cera y aceite), minerales y carbohidratos
(solubles e insolubles). Este contenido depende del procesamiento del fruto crudo (método hiumedo
0 seco, tostado) y del fruto procesado mediante la preparacion de la bebida (Janissen y Huynh,
2011). En relacion con el contenido de aminoacidos se reporta en residuos al acido glutamico y
aspartico, glicina, histidina, arginina, treonina, alanina, prolina, cisteina, tirosina, valina, metionina,
lisina, isoleucina, leucina y fenilalanina (Tang et al., 2021). Mientras que, el acido palmitico y
linoleico son los principales acidos grasos identificados en estos subproductos (Mussato et al.,
2011). Respecto al contenido de minerales, se incluye la presencia de potasio, magnesio, calcio,
sodio, hierro, manganeso, zinc, cobre, cadmio, entre otros. En tanto que, de los carbohidratos
solubles, se ha reportado la presencia de monosacaridos (fructosa, glucosa, galactosa, etc.),
oligosacaridos (sucrosa, rafinosa y estaquiosa) y polisacaridos (polimeros de galactosa, arabinosa,
manosa, etc.). Mientras que, la fraccion insoluble estd compuesta de celulosa y hemicelulosa
(Murthy y Naidu, 2012a; Janissen y Huynh, 2011; Mussato et al., 2011).

Adicionalmente, se ha reportado la presencia de ciertos &cidos alifaticos no volatiles (&cido citrico,
acido malico y &cido quinico), y se han identificado compuestos fendlicos, incluyendo a los acidos
fenolicos y flavonoides (Mussato et al., 2011). Los acidos clorogénicos (mono-, dicafeoil-, y
feruloilquinico), p-cumarico, feralico, galico, protocatecuico, siringico y vinilico, han sido
previamente reportados en residuos de café (Ameca et al., 2018; Murthy y Naidu, 2012b). Ademas,
ésteres de acidos fendlicos han sido identificados, entre ellos el acido 3-cumaroilquinico, 5-
cumaroilquinico, 3-cafeoilquinico, 4-cafeoilquinico, 5-cafeoilquinico, 4 feruloilquinico y 5
feruloilquinico (Bresciani et al., 2014). Mientras que, los flavonoides crisantemina, quercetina y
rutina fueron también fueron identificados en estos residuos (Angeloni et al., 2020). Tambien, los

taninos son compuestos fenolicos presentes en estos residuos (Janissen y Huynh, 2011).
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2.5. Métodos de Extraccion de Compuestos Bioactivos

Los compuestos bioactivos (compuesto quimico que ejerce un efecto benéfico para la salud)
comUnmente se encuentran en fuentes naturales como mezclas de diferentes componentes en un
solido, por esta razdn, para su extraccion o separacion de la fase solida se utiliza una fase liquida
(extraccidn solido-liquido). Para incrementar la extraccion de estos compuestos es necesario pre-
tratar el material sélido, secando y reduciendo el tamafio de particula (Azmir et al., 2013). Sin
embargo, para mejorar el proceso de extraccion se han utilizado métodos convencionales (p. ej.
extraccion por maceracion, Soxhlet e hidrodestilacion); asi como no convencionales (p. ej.
extraccion asistida por ultrasonido, microondas, enzimas, etc.), dependientes de diversos factores
como la polaridad del solvente, relacion solvente-solido, pH, tiempo, temperatura, entre otros
(Azmir et al., 2013; Wijngaard et al., 2012).

Por otra parte, los métodos biotecnoldgicos como la extraccion asistida por fermentacion fangica
en medio solido y en medio liquido, ha sido considerada una potencial estrategia para la obtencion
de compuestos con actividad antioxidante, a partir de residuos agroindustriales (Martinez-Avila et
al., 2013). La fermentacion en medio solido (FMS) es un proceso en el que el crecimiento del
microorganismo se da en un sustrato sélido himedo en ausencia o casi ausencia de liquido que
fluye libremente, mientras que, en la fermentacion en medio liquido (FML) el microorganismo es
cultivado en medio liquido que contiene nutrientes esenciales. En ambos tipos de fermentacion se
producen enzimas extracelulares, que simultdneamente son utilizadas para la liberacion de los
compuestos bioactivos del sustrato (Rosales et al., 2018; Dey et al., 2016).

Asimismo, la recuperacién de estos compuestos puede ser dependiente del tipo (cascara, semillas,
etc.), composicion quimica (contenido de agua) y caracteristicas fisicas el sustrato como la
porosidad, diametro de particula, etc. (Ogidi et al., 2020; Rosales et al., 2018; Dey et al., 2016; Xu
et al., 2015). Sin embargo, se ha reportado que la FML ofrece potencial ventaja sobre la FMS,
debido a que en este proceso el indculo puede ser distribuido uniformemente en el sustrato, y el
tiempo, asi como la velocidad de obtencion de compuestos son reducidos (Dey et al., 2016; Xu et
al., 2015).

Basados en lo anterior, en un estudio previo se reporto la actividad lignocelulitica del hongo

Pleurotus pulmonarius sobre mezclas de residuos agroindustriales, en medio liquido (Masaphy y
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Levanon, 1992). Mientras que, en un trabajo reciente se demostré el potencial uso de P.
pulmonarius para recuperar compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes vy
antimicrobianas a partir de residuos agroindustriales (Ogidi et al., 2020). Por lo que, la
fermentacion fangica utilizando P. pulmonarius puede ser una estrategia para la obtencion de
ingredientes antioxidantes y antimicrobianos a partir de residuos agroindustriales (Ogidi et al.,
2020; Rosales et al, 2018).

2.6. Propiedad Antioxidante y Antimicrobiana de Extractos Obtenidos de Residuos de Café

Un antioxidante puede definirse como "cualquier sustancia que, en concentraciones bajas, retrasa
o inhibe la oxidacién de un sustrato oxidable" (Berker et al., 2010). La actividad antioxidante de
los residuos de café ha sido asociada a la presencia de compuestos formados por las reacciones de
Maillard durante el proceso de tostado, asi como a la presencia de compuestos fendlicos presentes
en la fraccién soluble de la fibra dietaria (Murthy y Naidu, 2012b). Por lo que, la recuperacion de
los compuestos fendlicos a partir de estos residuos, puede ser una alternativa para la obtencion de
antioxidantes naturales con posterior uso como aditivos alimentarios (Murthy y Naidu, 2012b;
Mussato et al., 2011).

En este contexto, existen diferentes métodos que son utilizados para medir la actividad antioxidante
de los componentes recuperados de una fuente vegetal, los cuales se basan en su habilidad para
atrapar o inhibir radicales y en el poder que tienen para reducir iones metélicos (Berker et al., 2010;
Molyneux, 2004). La molécula 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH") se caracteriza por ser un radical
libre estable, cuya deslocalizacion del electron sobrante en la molécula da lugar al color violeta
intenso y a una banda de absorcion en solucién de etanol a 520 nm. Cuando el radical se mezcla
con un antioxidante (donador de atomo de hidrégeno), da lugar a la forma reducida con pérdida de
color violeta a amarillo (Molyneux, 2004). Ademas, el radical cation del acido 2,2 -azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS™), el cual es formado por la oxidacion del ABTS con
persulfato de potasio (estable a pH acido), al ser mezclado con un antioxidante (donador de
electrones) da lugar a la forma reducida con cambio de color medible a 734 nm (Re et al., 1999).
Mientras que, en los ensayos de poder reductor implica la reduccion de iones férricos (Fe*®) a
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ferrosos (Fe*?) (Berker et al., 2010).

En el Cuadro 1, se reporta la propiedad antioxidante (actividad antirradical DPPH*, ABTS"y HO",
asi como poder reductor) de extractos obtenidos de diferentes residuos de café (cascara, pulpa,
cascarilla y bagazo). Estos resultados demostraron que el tipo de residuos, método (extraccion
asistida por maceracion, Soxhlet, ultrasonido y fermentacion flangica) y las condiciones de
extraccion (solvente y temperatura), influyen en la propiedad antioxidante del extracto obtenido.
Sin embargo, son limitados los estudios sobre la recuperacién de compuestos antioxidantes a partir
de residuos de la industria de café (cascarilla y bagazo), utilizando el método de extraccion asistida

por fermentacion fangica, en especifico fermentacién en medio liquido.

Cuadro 1. Actividad antioxidante de extractos obtenidos de residuos de café.

Condiciones de

Residuo It Resultados Referencias
extraccion
Método: maceracion y El extracto mostr6 inhibicion
Bagazo ultrasonido del radical DPPH'y_ poder Okur et al.,
Solvente: metanol (80%) reductor (ultrasonido > 2021
Secado: no se utiliz6 maceracion).
Pulpa Meé%?\?ér:?;caegigon El extracto acuoso nlostré Ameca et al.,
, o poder reductor © 2018
Secado: no se utilizé
El extracto mostro inhibicion
Método: maceracion y del radical DPPH"
Bagazo ultrasonido (maceracion = ultrasonido) | Ben-Romdhane
Solvente: agua El extracto acuoso mostré et al., 2017
Secado: al vacio poder reductor (maceracion =
ultrasonido)
Método: maceracion El extracto mostro inhibicion Duanaiai et al
Pulpa Solvente: agua del radical DPPH'y ABTS™ 3616 N
Secado: liofilizacion o no | (liofilizado > no liofilizado)
. Método: no ?SpeC'f'Ca El extracto mostrd poder Bresciani et al.,
Cascarilla Solvente: agua reductor 2014
Secado: no especifica
El extracto mostr6 inhibicion
Método: Soxhlet Solvente: | del radical DPPH" (cascarilla
Pulpa, céscara, isopropanol-agua (6:4) = bagazo > céscara > pulpa) Murthy y
cascarilla y bagazo Secado: concentracién a | El extracto mostr6 inhibicion | Naidu, 2012b

vacio

de radicales HO" (bagazo >
cascarilla > cascara > pulpa)

Cascarilla'y bagazo

Método: fermentacion en
medio solido (Aspergillus
spp., Penicillium sp. y
Mucor sp.)

Se demostro la liberacion de
compuestos fendlicos
después del proceso de
fermentacion

Machado et al.,
2012
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Solvente: no especifica
Secado: no se utilizé
Método: fermentacion en

El extracto fermentado

medio solido (Penicillum S T . Palomino-
. mostrd inhibicion del radical .
Pulpa y céscara purpurogenum) DPPH- (céscara > pulpa > Garcia et al.,
Solvente: acetona (80%) pulp 2015

N estandar-quercetina
Secado: no se utilizé q )

En relacion a los compuestos antimicrobianos estos se caracterizan por ejercer una accion letal para
las bacterias (bactericida) o inhiben transitoriamente el crecimiento de estas (bacteriostatico), y
dependiendo de su estructura quimica pueden ejercer un mecanismo de accién entre los que se
puede mencionar a los inhibidores de la sintesis de la pared bacteriana, alteradores de la membrana
citoplasmica, inhibidores de la sintesis proteica, alteradores del metabolismo, entre otros (Calvo y
Martinez, 2009). La actividad antimicrobiana de los residuos de café ha sido asociada a la presencia
de alcaloides y compuestos fendlicos (Nzekoue et al., 2020). Asimismo, en los Gltimos afios se ha
incrementado el interés por investigar y desarrollar antimicrobianos de origen natural, por lo que,
se ha puesto mayor atencion en los métodos de evaluacion para determinar esta actividad, entre
ellos la difusién en disco, la difusion en pozo y la dilucion en agar o caldo (Balouri et al., 2016).

En el Cuadro 2, se reporta la propiedad antimicrobiana de harinas y extractos obtenidos de
diferentes residuos de café (pulpa, cascarilla y bagazo). Estos resultados demostraron que el tipo
de residuos, método (extraccion asistida por percolaciébn o maceracion) y las condiciones de
extraccion (solvente) influyen en la propiedad antimicrobiana del extracto obtenido, siendo el
efecto principal frente a bacterias Gram-positivas que Gram-negativas. No obstante, son limitados
los estudios enfocados a la recuperacion de compuestos antimicrobianos a partir de residuos de la
industria de café, utilizando el método de extraccion asistida por fermentacién fangica, en

especifico la FML.

Cuadro 2. Actividad antimicrobiana de extractos obtenidos de residuos de café.
Condiciones de
extraccion

Residuo Resultados Referencias

Los extractos (acuoso >

Método: percolacion - Diaz-
: etanolico) presentaron .
Bagazo Solvente: agua y etanol L L . Hernandez et
A actividad antimicrobiana
Secado: liofilizacion al., 2022

(Staphylococcus aureus >
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Escherichia coli)
Método: mafcerauon _ E_I extracto presento Khochapong et
Pulpa Solvente: agua actividad antimicrobiana (S. al 2021
Secado: liofilizacion aureus > E. coli B
Meto<Ijo: Soxhlet El extracto mostro actividad
Solvente: etanol (75%) L . . Bouhlal et al.,
Bagazo _ ! antimicrobiana (Bacillus
Secado: concentracion a o ; 2020
; subtilis > E. coli)
vacio
Método: maceracion El extracto presentd
Cascara Solvente: etanol (95%) actividad antimicrobiana (S. Al-Yousefy
Secado: concentracion a aureus > Pseudomonas Amina, 2018
vacio aeruginosa > E. coli)
El extracto no presento
actividad frente a
microrganismos patdgenos
Método: mgcerauon (Staphylococcus aureus, B. Sant’ Anna et
Bagazo Solvente: agua cereus, Clostridum
RS . L al., 2017
Secado: liofilizacion perfringens, Listeria
monocytogenes, P.
aeruginosa, Salmonella
entenritidis y E. coli)
, . . El extracto mostré actividad
Método: maceracion L . .
) antimicrobiana (S. aureus y | Duangjai et al.,
Pulpa Solvente: agua . . .
PR S. epidermis > E. coliy P. 2016
Secado: liofilizacion o no ;
aeruginosa)
Método: maceracion Los extractos presentaron Jiménez-
Cascarilla y Bagazo Solvente: agua inhibicién bacteriana (S. Zamora et al.,
Secado: liofilizacion aureus > E. coli) 2015

2.7. Residuos de Café como Fuente de Aditivos para Carne y Productos Carnicos

Los aditivos alimentarios pueden ser definidos como "cualquier sustancia que, independientemente
de su valor nutrimental, se agrega intencionalmente a un alimento durante su elaboracion en
cantidades controladas con fines tecnol6gicos". Por ejemplo, aportar o intensificar caracteristicas
organolépticas (aroma, color o sabor) y para mejorar estabilidad o para su conservacion (NOM,
2002). En relacion con la conservacion de alimentos, se ha demostrado que la oxidacion de lipidos
y proteinas, asi como la contaminacion por microrganismos deteriorativos o patdgenos son algunos
de los principales factores que afectan la pérdida de calidad en carne y productos carnicos, crudos
y/o cocidos. En consecuencia, estos factores favorecen la formacion de compuestos que ademas de

ser toxicos, afectan el valor nutritivo y los atributos sensoriales, reduciendo la aceptabilidad del
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producto (Ramirez-Rojo et al., 2018; Valenzuela y Pérez, 2016; Falowo et al., 2014).

Por lo anterior, en carne y productos cérnicos (frescos y cocinados) son ampliamente utilizados
aditivos con fines de conservacion, como es el uso de aditivos sintéticos (p. ej. BHA, BHT, galato
de propilo, otros). No obstante, el uso no controlado de estos conservadores puede tener un efecto
negativo en la salud del consumidor, por esta razon, se han realizado esfuerzos para la recuperacion
de compuestos antioxidantes y antimicrobianos de diversas fuentes naturales, incluidos los
subproductos agroindustriales (Ramirez-Rojo et al., 2018; Falowo et al., 2014; NOM, 2002;
Pfalzgraf et al., 1995).

En este contexto, en un trabajo de investigacion se evalud el efecto de la adicion del extracto acuoso
de granos de café sobre la formacion de productos primarios de la oxidaciéon de lipidos en
alimentos. Los resultados de este trabajo demostraron un efecto inhibitorio sobre la formacion de
dienos conjugados, lo cual fue asociado a la presencia de compuestos fenolicos en el extracto,
incluyendo al &cido ferdlico y ésteres del acido cafeoilquinico (Schwarz et al., 2001). Ademas, en
otro trabajo se evaluo el efecto de la adicion del extracto acuoso de granos de café (50 ppm) sobre
la estabilidad oxidativa de hamburguesas de cerdo cocidas, durante su almacenamiento (4 °C,
durante 6 dias). Los resultados de este trabajo demostraron la capacidad del extracto para reducir
los valores de oxidacion de lipidos-TBARS (Nissen et al., 2004).

Por otra parte, en otro estudio se evalud el efecto de la adicion de 0.1% de granos de café con
diferente grado de tostado (ligero, medio y negro), sobre la estabilidad oxidativa de carne molida
de res durante su almacenamiento (4 °C, durante 10 dias). Los resultados de este estudio
demostraron la capacidad del café para reducir en mas del 50% los valores de TBARS y evitar la
pérdida de color rojo en el producto carnico, independientemente del grado de tostado (Lin et al.,
2015). Adicionalmente, en el Cuadro 3 se reportan algunos de los estudios sobre el uso de los
residuos de café como posible aditivo antioxidante para carne y productos carnicos. Los resultados
descritos en este cuadro muestran que los residuos de café (bagazo, cascara y cascarilla) poseen
potencial para ser utilizados como ingredientes alimentarios, debido a que tuvieron un efecto
conservador al reducir los valores de oxidacion de lipidos y de formacion de metamioglobina, y
consecuentemente incrementar la estabilidad del color rojo caracteristico de la carne fresca. No
obstante, son limitados los estudios sobre el uso de estos residuos en carne y productos carnicos
con el fin de reducir el crecimiento microbiano o la presencia de microrganismos patdégenos durante

condiciones de almacenamiento. También, son limitados los estudios sobre el uso de extractos
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obtenidos a partir de residuos del procesamiento del café como pulpa, céscara y cascarilla

(fermentados o no), asi como su efecto sobre la estabilidad oxidativa y crecimiento microbiano de

productos carnicos.

Cuadro 3. Uso de los residuos de café como conservador para carne y productos carnicos.

Fuente Condmon_gs de Resultados Referencias
extraccion
) ) . Las salchichas formuladas con
Método: no se utilizd . . RN
) cascarilla de café en combinacion con la
. Solvente: no se Thangavelu et
Cascarilla e pulpa de manzana presentaron
utilizé L N - al., 2022
Secado: liofilizacion inhibicidn de oxidacion de lipidos
' (TBARS)
La incorporacion del extracto (200
Método: maceracion ppm) en las hamburguesas de pollo .
_ : L o de Farias
. Solvente: etanol redujo la oxidacion de lipidos (TBARS)
Céscara . . . Marques et
(90%) y proteinas (Carbonilos) al igual que el
_ I - o : al., 2022
Secado: no se utilizd antioxidante sintético y redujo la
pérdida del color
Método: no se utilizd La adicion de la harina (1.5 y 3%)
Solvente: no se redujo la pérdida de peso por coccién en .
. e . Martuscelli et
Cascarilla utilizo hamburguesas de pollo, asi como los
_ - C e al., 2021
Secado: no se indica valores de oxidacion de lipidos
proceso (TBARYS)
Método: no se utiliz6 | La adicion de 0.1% en polvo en carne
Bagazo Solvente: no se molida de cerdo, redujo la oxidacién de | Hashinomoto
g utilizé lipidos (TBARS) y la formacion de etal., 2019
Secado: liofilizacion metamioglobina (MetMb)
El extracto incrementd el color rojo y
Método: ultrasonido redujo los valores de TBARS en Murillo-
Bagazo Solvente: agua hamburguesas de cerdo crudas (9d, 4 | Herndndez et
Secado: liofilizacion °C), durante su almacenamiento al., 2019
(extracto > BHT > control)
Método: maceracion El extracto redujo los valores de
Bagazo Solvente: agua y TBARS (etanol > agua) en carne molida | Kimetal.,
g etanol de pollo cruda (12 h, 37 °C) y cocida (5 2016
Secado: no se utilizd d, 4 °C), durante su almacenamiento
Método: no se utiliz6 | La adicion de 0.1% en polvo en carne
Bactaz0 Solvente: no se molida de cerdo (cocida y congelada), Jully et al.,
g utilizo redujo los valores de TBARS y la 2016
Secado: liofilizacion pérdida del color rojo
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3. HIPOTESIS

La incorporacion de cascarilla de café fermentada con Pleurotus pulmonarius incrementa

la estabilidad oxidativa y microbioldgica en carne de cerdo molida.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Determinar el efecto del extracto acuoso obtenido de la cascarilla de café fermentada en medio
liquido con Pleurotus pulmonarius sobre la estabilidad oxidativa y microbiologica de carne de

cerdo molida.

4.2. Objetivos Especificos

Obtener extractos acuosos de cascarilla de café mediante extraccidn asistida por maceracion
(EAM) y fermentacion en medio liquido con Pleurotus pulmonarius (FML).

Determinar el contenido de compuestos bioactivos (carbohidratos totales, compuestos fendlicos,
flavonoides y acido cafeoilquinico) del extracto de cascarilla de café obtenido por EAM y FML.
Determinar la actividad antirradical (DPPH"y ABTS™) y poder reductor del extracto de cascarilla
de café obtenido por EAM y FML.

Determinar la actividad antimicrobiana del extracto de cascarilla de café obtenido por EAM y FML
sobre microorganismos patégenos (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia
coli y Salmonella typhimurium).

Evaluar el efecto de la inclusion del extracto de cascarilla de café obtenido por EAM y FML, sobre
la estabilidad oxidativa (pH, color, formacion de metamioglobina y oxidacion de lipidos) en
homogenizados de carne de cerdo.

Evaluar el efecto de la inclusion de extracto de cascarilla de café obtenido por EAM y FML, sobre

la cuenta total de mesdfilos y psicréfilos aerobios en homogenizados de carne de cerdo.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Residuo Agroindustrial

La cascarilla de café fue proporcionada por un proveedor comercial local (CAFFENIO®,
Hermosillo, Sonora, México), la cual fue secada a 60 °C (horno de secado Yamato DX402, Tokio,
Japoén) hasta alcanzar un contenido de humedad del 10%, y esterilizada a 121 °C durante 20 min
(autoclave Yamato SM300, Tokio, Japdn), para ser utilizados inmediatamente después de este

proceso.

5.2. Obtencién de los Extractos Acuosos

La cepa de Pleurotus pulmonarius (IE-115) fue obtenida de la coleccion del Laboratorio de
Biotecnologia de Hongos y Plantas del CIAD, A.C. La cepa se cultivo en placas Petri con agar
papa dextrosa (PDA) a 25 °C durante 8 dias (incubadora Yamato 1C602, Tokio, Japon), hasta que
el micelio cubrié completamente la superficie, la cual se almacend en condiciones de refrigeracion
(4 °C) para su preservacion. ElI medio de cultivo fue preparado con los siguientes ingredientes
(g/L): glucosa (20), extracto de levadura (5.0), acido ascorbico (0.05), KH2PO4 (1.0), y MgSO4
7H20 (0.5). El medio de cultivo se ajusto a un pH de 5.4 con solucién de NaOH 1 N o HCI 1 N, el
cual antes de ser utilizado fue sometido a un proceso de esterilizacion. La EAM se llevo a cabo en
matraces Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL del medio de cultivo y el residuo de café a
concentraciones de 0, 1.5 y 3.0% (EAM-0%, EAM-1.5% y EAM-3.0%, respectivamente) con
agitacion durante 24 h/150 rpm/29 °C, en oscuridad (incubadora rotaria con agitacion MaxQTM
5000, Fisher Scientific, Nepean, Canada). Posteriormente, el medio de cultivo se filtrd (papel filtro
Whatman no. 4) y secé (liofilizador Yamato DC401, Tokio, Japdn), durante dos dias.

La fermentacion se llevo a cabo en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL del medio de
cultivo y el residuo de café en concentraciones de 0, 1.5y 3.0% (FML-0%, FML-1.5% y FML-
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3.0%, respectivamente). Los matraces se incubaron durante 10 dias/150 rpm/29 °C, en oscuridad.
Al finalizar el proceso de fermentacion, el medio de cultivo se homogeniz6 durante 30 seg/10,000
rpm/5 °C (Ultraturrax T25, IKA®, Staufen, Alemania), se filtro (papel filtro Whatman no. 4) y
seco por liofilizacion, durante dos dias.

Los extractos acuosos obtenidos se almacenaron en frascos de polipropileno a —20 °C en oscuridad,
hasta su analisis (Liu et al., 2018).

5.3. Contenido de Metabolitos de los Extracto Acuosos

La composicién quimica del extracto se evalué determinando el contenido de carbohidratos,
fenoles y flavonoides totales (CCT, CFT, CFvT, respectivamente), asi como de 4cido
cafeoilquinico (CAC), como se describe a continuacion:

ElI CCT se determind por el método del fenol-acido sulfdrico (Albalasmeh et al., 2013). El extracto
(50 puL, 5 mg/mL) se agreg6 una microplaca de 96-Pozos y se homogenizo con 25 pL de solucion
acuosa de fenol (5%, v/v) y 125 pL de H>SOs4 concentrado. La mezcla de reaccion se incub6 a
temperatura ambiente (25 °C) durante 10 min, en oscuridad. Posteriormente, la absorbancia se
midié a 490 nm en un espectrofotometro (Multiskan FC UV-Vis, Thermo Scientific, Vantaa,
Finlandia). Los resultados fueron expresados como mg equivalentes de glucosa por g de extracto
seco (mg EG/Q).

El CFT se determind por el método del Folin-Ciocalteu (Ainsworth y Gillespie, 2007). El extracto
(20 pL, 5 mg/mL) se homogenizo6 con 160 pL de agua destilada, 60 pL de Na,COs (7%, p/v) y 40
uL del reactivo Folin-Ciocalteu (2 M). La mezcla de reaccion se incub6 (25 °C) durante 1 h, en la
oscuridad. Posteriormente, la absorbancia se midi6é a 750 nm, y los resultados fueron expresados
como mg equivalentes de acido galico por g (mg EAG/Q).

El CFvT se determind por el método de formacion del complejo cloruro de aluminio (Popova et
al., 2004). El extracto (20 uL, 5 mg/mL) se homogeniz6 con 260 L de metanol y 10 uL de AIClI3
(10%, p/v). La mezcla de reaccion se incubd (25 °C) durante 30 min, en oscuridad. Posteriormente,
la absorbancia se midio a 412 nm, y los resultados fueron expresados como mg equivalentes de

quercetina por g (mg EQc/qg).
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El CAC se determind como se reporta previamente por Griffiths et al. (1992). El extracto (100 uL,
5 mg/mL) se homogenizd con 200 pL de urea (0.17 M), 200 uL de &cido acético glacial (0.1 M) y
500 puL de NaOH (0.5 M). La mezcla de reaccion se centrifugoé durante 10 min/2,250x g/4 °C
(Sorvall ST18R, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Posteriormente, la absorbancia se
midi6 a 510 nm, y los resultados fueron expresados como mg equivalentes de &cido cafeoilquinico
por g (mg EAC/Q).

5.4. Actividad Antioxidante de los Extractos

La actividad antioxidante del extracto fue evaluada mediante la capacidad para secuestrar a los
radicales libres y radicales cationes DPPH'y ABTS™", asi como poder reductor (PR y FRAP), como
a continuacion se describe:

La actividad secuestradora de radicales libres se determiné mediante el método DPPH" (Molyneux,
2004). El extracto (100 pL, 5 mg/mL) se homogenizo6 con 100 uL de solucion DPPH® (300 uM) y
se incubd (25 °C) durante 30 min, en la oscuridad. La absorbancia se midié a 517 nm, utilizando
butilhidroxitolueno (BHT) a 100 pg/mL como estandar. Los resultados fueron expresados en
porcentaje, calculandose de la siguiente manera: DPPH" (%) = (Abs A — Abs B/Abs A) x 100,
donde Abs A es la absorbancia del control (t = 0) y Abs B es la absorbancia del antioxidante (t =
30 min).

La actividad secuestradora del radical cation se determiné mediante el método ABTS™ (Re et al.,
1999). Previo al andlisis, partes iguales de solucion etandlica del radical ABTS (7 mM) y persulfato
de potasio (2.45 M) se homogenizaron durante 1 min/10,000 rpm/en la oscuridad, y la solucién
resultante se almacend (4 °C) durante 16 h, en la oscuridad. El radical formado se ajustd a una
absorbancia de 0.8 con etanol, se mezclé con el extracto (5 mg/mL) en una relacion 99:1, y se
incubd durante 10 min a 25 °C, para posteriormente medir la absorbancia a 734 nm. El &cido
ascorbico (70 uM) se utiliz6 como estandar. Los resultados fueron expresados en porcentaje,
calculandose de la siguiente manera: ABTS™ (%) = (Abs A — Abs B/Abs A) x 100, donde Abs A
es la absorbancia del control (t = 0), y Abs B es la absorbancia del antioxidante (t = 10 min).

El PR se determiné mediante el metodo del ferricianuro/azul Prusia (Berker et al., 2010). El
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extracto (100 uL, 5 mg/mL) se homogeniz6 con 300 pL de bufer de fosfatos (0.2 M, pH 6.6) y 300
uL de ferrocianuro de potasio (1%, p/v). La solucion resultante se incub6 (50 °C durante 20 min,
en la oscuridad), posteriormente, se homogenizo6 con 300 uL de acido tricloroacético (10%, p/v) y
centrifugo (4,200x% g/ 10 min/ 4 °C). La mezcla de reaccién (100 pL) se mezclé con 100 pL de
agua destilada y 250 pL de cloruro férrico (0.1%, p/v). La absorbancia se midi6 a 700 nm,
expresandose los resultados como incremento en la absorbancia a la misma longitud de onda.

El poder antioxidante reductor férrico se determiné por el método de FRAP (Berker et al., 2010).
El extracto (20 pL, 5 mg/mL) se homogeniz6 con 150 pL de solucion FRAP [10:1:1, buffer de
acetato de sodio 300 mM en &cido acético glacial a pH 3.6 y 4,4,6- tripiridil-S-triazina (TPTZ) en
HCI 40 nM y FeClz 20 mM]. La mezcla de reaccién se incubd a 25 °C durante 8 min, en la
oscuridad. La absorbancia se midié a 595 nm, y los resultados fueron expresados como mg

equivalentes de Fe?* por g de extracto seco (mg Fe?*/g).

5.5. Actividad Antimicrobiana de los Extractos

La actividad antibacteriana de cada extracto se evalud segin el método de microdilucion en caldo
(Jorgensen y Turdnige, 2015), con ligeras modificaciones, para la cual se utilizaron cuatro cepas
de bacterias estandar obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC), incluyéndose dos
Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 29213B vy Listeria monocytogenes ATCC 33090)
y dos Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella typhimurium ATCC 14028).
Las cepas se reactivaron en caldo nutritivo liquido (BHI, infusion de cerebro corazén) a 37 °C
durante 24 a 48 h. Posteriormente, la suspension de las cepas se diluyd con solucion salina hasta
alcanzar la turbidez de 0.5 estandar de McFarland, sulfato de bario - BaSOs (aprox. 1.5 x 108
UFC/mL). La precision del método se verifico utilizando un espectrofotémetro con un paso de luz
de 1 cm, es decir, para el estandar de McFarland de 0.5, la absorbancia a 620 nm debe pasar de
0.08 a 0.13. Luego, las cepas diluidas (100 uL) se transfirieron a cada pocillo de una microplaca
plana de 96 pozos y se homogenizaron con una alicuota de cada extracto (20 pL, 5 mg/mL). Como
control positivo para la inhibicidn del crecimiento bacteriano se utilizé cloranfenicol (100 pg/mL),

mientras que como blanco de crecimiento bacteriano o control negativo se us6é BHI. Las placas se
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incubaron a 37 °C durante 24 h, y los resultados fueron expresados como absorbancia a 620 nm
(OD, densidad dptica).

5.6. Actividad Antioxidante de los Extractos en Homogenizados de Carne de Cerdo

Para determinar la estabilidad oxidativa en un producto carnico. La carne de cerdo molida (M.
Semimembranosus) se obtuvo con un proveedor local, la cual se mezclé con sal (1.5%, p/p) y grasa
(10% en la formulacion final, p/p). A partir de esta mezcla se obtuvieron extractos carnicos
homogenizando (4,500 rpm/1 min/5 °C) con agua destilada en una proporcion 1:10.
Posteriormente, 10 mL del homogenizado carnico se mezclaron con 1 mL de agua destilada
(control), asi como 1 mL de una solucién a 200 ppm de BHT, EAM-0%, EAM-1.5%, EAM-3.0%,
FML-0%, FML-15% y FML-3.0%, respectivamente. Las muestras fueron pro-oxidadas
adicionando 0, 0.5y 1% de ferrocianuro de potasio (20 uL), respectivamente, y sometidas a analisis
de pH, color, formacion de metamioglobina (MetMb) y oxidacion de lipidos (TBARS), como a
continuacion se describe:

El pH del homogenizado carnico se midi6 con un potenciémetro (pH211, Hanna, Instruments Inc.,
Woonsocket, RI, USA) equipado con un electrodo de vidrio y compensacion automatica de
temperatura (AOAC, 2005).

El color del homogenizado carnico se determind con un espectrofotometro (C508d, Konica Minolta
Inc., Tokio, Japon). Los pardmetros registrados fueron luminosidad (L*), indice de rojo (a*), indice
de amarillo (b*), cromaticidad (C) y hue (h). Para llevar a cabo la medicion, los homogenizados
carnicos (50 mL) fueron colocados en una celda de cuarzo y las lecturas se realizaron sobre la
superficie de la celda (Robertson et al., 1977).

La MetMb del homogenizado cérnico se determind espectrofotométricamente midiendo la
reflectancia a 525y 572 nm (Stewart et al., 1965). El valor maximo del cociente K/S525 y K/S572
en las muestras sin oxidar se fijo como 0% MetMb, mientras que el valor de 100% MetMb se
obtuvo después de oxidar el homogenizado carnico con ferricianuro de potasio (1%, p/v) durante
2 h.

La oxidacion de lipidos se determin6 mediante el método TBARS (sustancias reactivas al acido

tiobarbitarico) (Pfalzgraf et al., 1995), con ligeras modificaciones. Los homogenizados carnicos
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(0.5 mL) se mezclaron con 1 mL de TCA (10%, p/v). La solucion resultante se filtrd (Whatman
no. 1) y 1 mL del filtrado se mezclé con 1 mL de TBA (0.02 M). La mezcla de reaccion se incubd
en bafio de agua (97 °C durante 20 min), y se enfrio a 4 °C. La absorbancia se midié a 531 nm. Los
resultados fueron expresados como mg de malondialdehido por kg de carne (mg MDA/kg)

5.7. Actividad Antimicrobiana de los Extractos en Homogenizados de Carne de Cerdo

El crecimiento de mesofilos y psicréfilos aerobios se determind de acuerdo con lo establecido en
las Normas Oficiales Mexicanas (NOM-110-SSAL1, 1994). EI homogenizado carnico se mezclo6
con agua peptonada al 0.1% (p/v) en una proporcion 1:10, durante 1 min, para posteriormente
preparar diluciones seriadas con solucion salina al 0.1% (p/v), y 1 mL de cada dilucidn se transfirié
en una placa con agar PCA estandar. Las placas se incubaron a 32 °C por 48 h'y 7 °C por 10 d,
para el crecimiento de microorganismos mesoéfilos y psicrofilos, respectivamente. Los recuentos

se expresaron como logio de unidades formadoras de colonias (UFC)/g.

5.8. Andlisis estadistico

En esta investigacion todos los andlisis se llevaron a cabo por triplicado de al menos dos réplicas
experimentales (n = 6), cuyos datos obtenidos fueron expresados como promedio + desviacion
estandar. Los resultados de composicion quimica, actividad antioxidante y antimicrobiana fueron
sometidos a un analisis de varianza (ANDEVA) de dos vias, considerando como efectos principales
el método de extraccion (EAM y FML) y el nivel de adicion del residuo (0, 1.5y 3.0%). Mientras
que, las pruebas de actividad antioxidante y antimicrobiana del homogenizado de carne de cerdo
fueron sometidas a un ANDEVA de dos vias, considerando al tratamiento (Control, BHT, EAM-
0%, EAM-1.5%, EAM-3.0%, FML-0%, FML-1.5% y FML-3.0%) y al nivel de pro-oxidacion (0,
0.5y 1.0%) como efectos principales. Las diferencias entre los tratamientos se analizaron mediante
una prueba de comparacion de medias (Tukey-Kramer), cuando se encontré un efecto significativo

(P<0.05). Estos analisis fueron llevados a cabo utilizando el paquete estadistico NCSS version 21.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Contenido de Metabolitos de los Extractos Obtenidos por EAM y FML

La cascarilla de café es considerada una importante fuente a partir de la que pueden recuperarse
diversos metabolitos primarios como los carbohidratos solubles e insolubles, acidos grasos y
aminoacidos, asi como metabolitos secundarios entre los que se incluye a los compuestos fenolicos
(Campos-Vega et al. 2015; Bresciani et al., 2014). Sin embargo, como se menciond previamente
la presencia o contenido de estos metabolitos dependera del método de extraccion utilizado para
su extraccion (Azmir et al., 2013). Los resultados derivados del andlisis del contenido de
metabolitos del extracto acuoso de cascarilla de café por EAM y FML (Cuadro 4), indicaron que
los valores fueron afectados significativamente por el método de extraccion y nivel de residuo
utilizado (P<0.001). El mayor contenido de carbohidratos lo presento el extracto EAM-0% (>800
mg EG/g), y esta determinacion depende de la absorbancia UV de los derivados de furfural
producidos por reaccién con acido sulfarico concentrado (Albalasmeh et al., 2013). Mientras que
el extracto FML-3.0% mostr6 el mayor contenido total de fenoles, flavonoides y acido
cafeoilquinico (>6 mg EAG/g, >1.2 mg EQC/g y >70 mg EAC/qg, respectivamente). El contenido
de &cidos fenolicos se basa en la transferencia de electrones en medio alcalino desde X-OH a los
complejos de &cido fosfomolibdico/fosfotingstico (Ainsworth y Gillespie, 2007); mientras que, el
método para determinar el contenido de flavonoides se basa en la formacion de un complejo entre
el ion aluminio (AICIz) y los grupos carbonilo e hidroxilo de los compuestos fenolicos (Popova et
al., 2014); y en la determinacion del contenido de acido cafeoilquinico, el método se basa en la

interaccidn del acido nitroso con orto-dihidroxifenoles (grupo catecol) (Griffiths et al., 1992).

Cuadro 4. Contenido de metabolitos del extracto acuoso de cascarilla de café obtenido por EAM

y FML.
Método Carbohidratos Fenoles Flavonoides Ac. Cafeoilquinico
(mg EG/g) (mg EAG/g) (mg EQC/g) (mg EAC/g)
EAM-0% 837.76 £ 17.74° 1.91 £ 0.05% 0.04 £ 0.01% 9.80 £ 0.32%
EAM-1.5% 77358 +15.28°  2.24+0.18" 0.98 + 0.04° 22.26 + 0.60°
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EAM-3.0%
FML-0%

FML-1.5%
FML-3.0%

745.15 + 24.76°
746.84 + 25.57°
667.26 + 19.982
651.48 + 13.292

3.45 +0.27¢
5.32 + 0.16¢
5.73 + 0.20¢
6.42 + 0.10f

1.17 + 0.05°
0.84 +0.03°
1.05 + 0.03¢
1.29 + 0.01

22.16 + 0.38°
50.39 + 0.93°
50.37 + 0.84¢
76.11 + 0.10¢

Los datos son expresados como media + desviacidn estandar (n = 6). EAM, extraccion asistida por maceracion; FML,
fermentacion en medio liquido; EG, equivalentes de glucosa; EAG, equivalentes de acido galico; EQC; equivalentes
de quercetina; EAC; equivalentes de &cido clorogénico. Diferentes literales indican diferencias significativas (P<0.05).

En la Figura 4 se muestran las curvas de calibracion para la cuantificacion de metabolitos en este

estudio.
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Figura 4. Curvas de calibracién utilizadas para la cuantificacion de metabolitos.

En acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, se ha reportado una reduccion en el

contenido de metabolitos primarios (contenido de carbohidratos) durante la produccion de biomasa

de Pleurotus sajor-caju durante FML, lo cual se asocia a que la glucosa es la principal fuente de

carbono para el crecimiento fungico (Confortin et al., 2008). Respecto a los metabolitos
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secundarios, en un estudio previo (Machado et al., 2012), se evalué la liberacién de compuestos
fendlicos de residuos de la industria del café (bagazo y cascarilla de café) por FMS utilizando
diferentes cepas de hongos, incluyendo Aspergillus niger AA20, A. niger GH1, A. niger PSH, A.
ustus PSS, Mucor sp. 3P, Neurospora crassa y Penicillum purpurogenum GH2 (30 °C/6 dias). Los
resultados mostraron que el extracto acuoso de bagazo de café fermentado con N. crassa y P.
purpurogenum GH2, asi como los extractos acuosos de cascarilla de café fermentada con A. niger
AA20y P. purpurogenum GH2 mostraron el mayor contenido de compuestos fendlicos.

En otro estudio (Palomino-Garcia et al., 2015), se evalud el contenido de compuestos fenolicos del
extracto acetonico (80%) obtenido después de fermentar residuos de la industria del café (cascara
y pulpa) por FMS con micelio de Penicillium purpurogenum durante 5 dias. De acuerdo con los
resultados, el mayor contenido de fenoles totales fue presentado en la cascara y pulpa de café bajo
las siguientes condiciones: pH de 4 a 6, contenido de humedad entre el 50 al 70%, y temperatura
promedio de 34 °C. No obstante, la cascara fermentada present6 el mayor contenido de compuestos
fendlicos, incluyendo al &cido cafeico, acido clorogénico y rutina, en comparacion con pulpa
fermentada. En base a estos resultados, se consider6 al proceso de fermentacion como un método
de extraccion de compuestos bioactivos viable.

Aunque no se reportan estudios en los que se utiliza a la FML para la recuperacion de compuestos
bioactivos a partir de residuos de la industria del café, se han reportado diversos estudios en los
que se utiliza la extraccion asistida por FMS y FML con subproductos agroindustriales como
sustratos (cascaras, pulpas y semillas) para la recuperacion de compuestos con propiedades

antioxidantes y antimicrobianas (Vargas-Sanchez et al., 2021).

6.2. Actividad Antioxidante de los Extractos Obtenidos por EAM y FML

Los antioxidantes son sustancias que en bajas concentraciones pueden prevenir o reducir la
oxidacion de macromoléculas, incluyendo proteinas y lipidos, mediante la inhibicién de radicales
o0 por quelacion de iones metalicos, por lo que, para determinar la eficacia de un antioxidante se
requiere del uso de varios métodos (Liu, 2010; Pisoschi y Pop, 2015). EI DPPH" es un radical

estable que se utiliza para evaluar la capacidad de un antioxidante para eliminar radicales, en este
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método el &tomo de H del grupo OH del compuesto fendlico (X-OH) puede transferirse al radical
DPPH" para neutralizarlo, es decir, esta implicito el mecanismo de transferencia de 4tomos de
hidrégeno o HAT (DPPH' + X-OH = DPPHH + X-0O°). Mientras que, al utilizar el radical ABTS™"
se mide la capacidad de X-OH para transferir electrones (ABTS™" + X-OH = ABTS + X-OH™).
Por ello, se ha demostrado que ambos métodos miden la actividad antioxidante de compuestos
hidrofobicos e hidrofilicos. Ademas, el ensayo de ferricianuro/azul de Prusia o la medicion de RP,
implica la reduccion mediante la transferencia de electrones del X-OH al ion férrico (Fe*) para
reducirlo a ion ferroso (Fe**), mientras que el ensayo FRAP utiliza ligando tripiridiltriazina-TPTZ
(Berker et al., 2010; Molyneux, 2004; Re et al., 1999).

Los resultados obtenidos de las propiedades antioxidantes (actividad antirradical y poder reductor)
del extracto acuoso de cascarilla de café obtenido por EAM y FML (Cuadro 5), indican que los
valores fueron afectados significativamente por el método de extracciony nivel de residuo utilizado
(P<0.001). La mayor actividad antioxidante la presenté el antioxidante de origen sintético utilizado
como control positivo; no obstante, al comparar los extractos de origen natural la mayor actividad
para inhibir radicales DPPH" la mostro el extracto EAM-3.0% (>60% de inhibicion), mientras que
los extractos FML-1.5% y FML-3.0% mostraron la mayor actividad para inhibir radicales ABTS™"
(aproximadamente 56% de inhibicion) y el mayor valor de FRAP (aprox. 0.3 mg Fe?*g). Ademas,
el extracto FML-3.0% exhibi6 el valor mas alto de PR (>0.3 abs).

Cuadro 5. Actividad antioxidante del extracto acuoso de cascarilla de café obtenido por EAM

y FML.
Método DPPH’ ABTS™ PR FRAP

(% inhibicion) (% inhibicion) (Abs 700 nm) (mg Fe*?/g)
EAM-0% 9.90 + 1.96% 37.76 £ 1.03? 0.07 £ 0.022 0.08 £ 0.01°
EAM-1.5% 54.14 + 5.02¢ 39.84 + 1.06° 0.08 + 0.022 0.19 + 0.03°
EAM-3.0% 68.14 + 1.84¢ 45.82 + 2.47° 0.12 +0.02° 0.23 £0.02°
FML-0% 11.43 +0.872 42.24 +2.63° 0.21+0.01° 0.24 £ 0.01°
FML-1.5% 11.33 £1.04% 55.71 + 1.58¢ 0.20 £ 0.01° 0.27 +0.03%
FML-3.0% 19.69 + 1.47° 58.90 + 1.37¢ 0.32 +0.01¢ 0.29 + 0.02¢
BHT 73.35 £ 1.96° 67.30 + 2.96° 1.30 + 0.04° 1.41 +0.09°

Los datos son expresados como media + desviacion estandar (n = 6). EAM, extraccion asistida por maceracion;
FML, fermentacion en medio liquido; BHT, butilhidroxitolueno (100 pg/mL); DPPH:, 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo; ABTS™, 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate); PR, poder reductor; FRAP,
poder antioxidante reductor férrico. Diferentes literales indican diferencias significativas (P<0.05).
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En acuerdo con los resultados del presente estudio, se ha reportado la actividad antioxidante del
extracto acetdnico (80%) obtenido después de fermentar cascara y pulpa de café por FMS con
micelio de P. purpurogenum durante 5 dias. Los resultados obtenidos indicaron que la cascara de
café fermentada presento alta actividad antirradical DPPH" (ECso = 27.4 ppm), en comparacion con
la pulpa de café (ECso = 36.4 ppm). No obstante, el control positivo (rutina) utilizado mostré la
mayor actividad antirradical DPPH" (ECso = 5.7 ppm) (Palomino-Garcia et al., 2015).

En otro estudio (Ogidi et al., 2020), se evalud la actividad antioxidante del extracto de diferentes
residuos agroindustriales (cascara de pifia, mango, platano, nuez, cacahuate y coco) obtenidos por
FML con micelio de P. pulmonarius (26 °C/150 rpm/18 dias). Los resultados de este trabajo
mostraron un incremento en la actividad antirradical DPPH" en el extracto de cascara de pifia
obtenido por FML (80% de inhibicion a 100 pg/mL), al comparar con el extracto obtenido por
FML en el que no se utiliz6 residuo como sustrato o control (aprox. 70% de inhibicion). Ademas,
este resultado fue similar al valor del control positivo o BHT. Respecto al poder reductor, los
resultados mostraron un incremento en la actividad para reducir iones metalicos en el extracto de
cascara de cacahuate de FML (aprox. 80% de quelacion a 100 pg/mL), al comparar con el extracto
control de FML (aprox. 70% de quelacion); no obstante, el BHT present6 el mayor poder reductor
(aprox. 85% de quelacidn).

Aunqgue son limitados los estudios en los que se utiliza la FML para la recuperacién de extractos
con actividad antioxidante a partir de residuos de la industria del café, en recientes estudios se
reporta el uso de subproductos agroindustriales (bagazo de prensado de cacahuate y cafia de azUcar,
salvado de arroz negro, mazorca de maiz, paja de arroz y trigo) para la recuperaciéon de compuestos
con propiedades antioxidantes por FMS (Chandra y Arora, 2016; Sadh et al., 2018; Shin et al.,
2019). También, se reporta el uso de otros residuos agroindustriales (bagazo de cafia, cascara de
cacahuate, cascara de citricos, mazorca de maiz y pulpa de manzana) para la recuperacion de
compuestos con actividad antioxidante por FML (Choi et al., 2010; Das et al., 2015; Huang et al.,
2011; Xu et al., 2014; Zhu y Xu, 2013).

6.3. Actividad Antimicrobiana de los Extractos Obtenidos por EAM y FML

En los Gltimos afios, al igual que la actividad antioxidante, la actividad antimicrobiana es
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considerada otra de las propiedades méas evaluadas en los compuestos obtenidos a partir de fuentes
naturales. Por esta razon, se han utilizado diversos métodos para evaluar esta propiedad, entre los
que se incluye la citofluorometria de flujo y la bioluminiscencia, para que se puedan realizar, es
necesario disponer de equipos especiales. No obstante, existen otros métodos mas sencillos para
pruebas de actividad antimicrobiana como son los de difusion en disco, difusion en pozo, dilucién
en agar o caldo (Balouri et al., 2016; Papuc et al., 2017). Este ultimo método es considerado como
la prueba més bésica, y cuyo procedimiento consiste en preparar diluciones (concentraciones a
probar) en un medio de cultivo liquido (p. ej. Agar BHI) utilizando volumenes inferiores a 300 pL
en una placa de 96 pozos (microplaca). En cada pocillo se coloca cierta cantidad de agar BHI que
se inocula con la cepa a probar a una concentracion conocida (McFarland 0.5) y un volumen de
concentracion del antimicrobiano, considerando los respectivos controles negativo (caldo) y
positivo o antibidtico comercial (Balouri et al., 2016).

Los resultados obtenidos en la evaluacién de las propiedades antimicrobianas del extracto acuoso
de cascarilla de café obtenido por EAM y FML frente a bacterias patdgenas (Cuadro 6), indicaron
que los valores fueron afectados significativamente por el método de extraccion y nivel de residuo
utilizado (P<0.001). De acuerdo con lo que se observa en este cuadro, la mayor actividad para
inhibir bacterias Gram-positivas (S. aureus y L. monocytogenes) y Gram-negativas (E. coli y S.
typhimurium) la exhibi6 el antibiético utilizado como control positivo; sin embargo, al comparar
los extractos de origen natural la mayor actividad la mostraron los extractos EAM-1.5% y EAM-
3.0% S. aureus y L. monocytogenes en comparacién con el control negativo (P<0.05). Mientras
que, los extractos EAM-1.5%, EAM-3.0%, FML-0%, FML-1.5% y FML-3.0% mostraron la mayor
actividad para inhibir a E. coli (P<0.05), y, los extractos EAM-3.0%, FML-0%, FML-1.5% y FML-
3.0% tuvieron los valores méas bajos de inhibicién para S. typhimurium respecto al control negativo
(P<0.05).

Cuadro 6. Actividad antimicrobiana del extracto acuoso de cascarilla de café obtenido por EAM

y FML.
Método D.0. 620 nm
S. aureus L. monocytogenes E. coli S. typhimurium
EAM-0% 0.75+£0.01e 0.76 £ 0.04d 0.53+£0.03c 0.71 £ 0.01c
EAM-1.5% 0.61 +0.02b 0.56 + 0.04b 0.34 £ 0.03b 0.71 £ 0.03c
EAM-3.0% 0.61 £ 0.02b 0.49 £ 0.04b 0.31+0.03b 0.65 = 0.02b
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FML-0% 0.72 £ 0.02d 0.60 +0.03c 0.36 +£ 0.03b 0.67 £ 0.01b
FML-1.5% 0.70 £ 0.04d 0.63 +0.03c 0.35+0.03b 0.68 £ 0.03b
FML-3.0% 0.65 + 0.01c 0.65 + 0.02c 0.30 + 0.02b 0.66 + 0.02b
CN () 0.78 £ 0.02e 0.84 +£0.02e 0.47 £0.03c 0.82 £ 0.02d
CN (+) 0.17 +0.03a 0.15 + 0.02a 0.09 + 0.01a 0.14 + 0.01a

Los datos son expresados como media + desviacion estandar (n = 6). CN (-), control negativo; CN (+), control positivo
(cloranfenicol a 100 pg/mL); EAM, extraccion asistida por maceracion; FML, fermentacion en medio liquido; D.O.,
densidad optica. Diferentes literales indican diferencias significativas (P<0.05).

En acuerdo con los resultados del presente estudio, en una investigacion previa se evalud la
actividad antimicrobiana del extracto de diferentes residuos agroindustriales (cascara de pifia,
mango, platano, nuez, cacahuate y coco) obtenidos por FML con micelio de P. pulmonarius (26
°C/150 rpm/18 dias). Los resultados de este trabajo mostraron un incremento en la actividad
antimicrobiana contra S. aureus en el extracto de obtenido por FML (céscara de cacahuate > cascara
de pifia; 1000 pg/mL), al comparar con el control. Aunque, al evaluar el efecto de los extractos
contra otra bacteria Gram-positiva (Bacillus subtilis) no se observaron diferencias entre
tratamientos. Respecto a las bacterias Gram-negativas, se incrementd la actividad contra S.
typhimurium cuando se utiliz6 el extracto obtenido por FML (cascara de cacahuate = cascara de
pifia; 1000 pg/mL), respecto al control. No obstante, no se observaron diferencias al evaluar el
efecto de los extractos contra E. coli. El antibiético amoxicilina presentd los valores mas altos de

inhibicidn contra todas las cepas utilizadas (Ogidi et al., 2020).

6.4. Actividad Antioxidante y Antimicrobiana de los Extractos en Homogenizados de Carne de
Cerdo

Los resultados encontrados en investigaciones previas al presente estudio demuestran el uso de la
FML como método alternativo a la EAM, para la obtencion de extractos ricos en metabolitos con
propiedades antioxidantes y antimicrobianas a partir de residuos de la industria del café. Por lo que,
estos extractos pudieran ser utilizados como posibles aditivos conservadores para productos
carnicos. En este contexto, los resultados obtenidos de la evaluacion de pH del homogenizado de

carne de cerdo (Figura 5), indicaron que estos valores fueron afectados significativamente por la
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adicion de los antioxidantes y por el nivel del agente oxidante (ferrocianuro de potasio) (P<0.001).
En el grupo de muestras sin oxidar (0% de ferrocianuro de potasio) los tratamientos control y BHT
presentaron los valores significativamente (P<0.05) mas altos de pH (promedio de 6.03), en
comparacion con el resto de los tratamientos (promedio de 5.97). Los valores de pH disminuyeron
significativamente (P<0.05) por la adicion de ferrocianuro de potasio, en dependencia de la
concentracion. Ademas, en el grupo de muestras oxidadas al mas alto nivel (1% de ferrocianuro de
potasio), el tratamiento BHT (valor de 5.99) y los tratamientos FML-1.5% y FML-3.0% (promedio

de 5.94) presentaron altos valores de pH (P<0.05), en comparacién con el control (5.80).
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Figura 5. Valores de pH del homogenizado de carne de cerdo adicionado con extracto acuoso
de cascarilla de café y pro-oxidado con ferrocianuro de potasio.

En carne de cerdo molida sin cocinar Fernandez-Lopez et al. (2000) reportan un valor de pH de
5.73 £ 0.1, valor que es ligeramente menor al reportado en nuestras muestras. Ademas, en relacion
con la formulacion de productos céarnicos y su efecto sobre los valores de pH, no se reportan
estudios sobre la inclusion de extractos de residuos agroindustriales obtenidos por FML. No
obstante, se ha demostrado el uso de extractos obtenidos a partir de diferentes residuos de café en

la formulacion de productos carnicos. Por ejemplo, en un estudio se evalu la estabilidad oxidativa
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de hamburguesas de pollo sin cocinar adicionadas con un extracto acuoso-etandlico (1:1) de
cascara de café. Las muestras de este estudio fueron sometidas a cuatro tratamientos, el primero
consistio en un tratamiento control (sin la adicion de antioxidantes), un segundo tratamiento como
control positivo (adicion de BHT), y dos tratamientos que incluyeron 100 y 200 ppm del extracto.
En contraste con el presente estudio, los resultados mostraron que la adicion de estos extractos en
las hamburguesas de pollo sin cocinar no afecté los valores de pH del producto formulado. Sin
embargo, en este estudio no se evaluaron los cambios del pH por el tiempo de almacenamiento o
la oxidacion de un agente oxidante (de Farias-Marques et al., 2022). El pH es considerado uno de
los atributos méas importantes al evaluar la calidad de la carne y los productos carnicos, debido a
que se ha demostrado que una disminucion en el valor de pH provoca un impacto negativo en los
atributos sensoriales (apariencia, color, olor, sabor textura y aceptabilidad general) y en la
estabilidad oxidativa de la carne (Kim et al., 2014).

Los resultados obtenidos al evaluar el contenido de TBARS del homogenizado de carne de cerdo
(Figura 6), indicaron que estos valores fueron afectados significativamente por la adicion de los
antioxidantes y el nivel del agente oxidante (P<0.001). En las muestras sin oxidar (0% de
ferrocianuro de potasio) no se presentaron diferencias significativas (P>0.05) en los valores de
TBARS entre los tratamientos (promedio de 0.248 mg MDA/Kg). También se observa que los
valores de TBARS incrementaron significativamente (P<0.05) por la adicién de ferrocianuro de
potasio, en dependencia de la concentracion. Ademas, en el grupo de muestras oxidadas con 1%
de ferrocianuro de potasio, los tratamientos BHT, FML-1.5% y FML-3.0% presentaron los valores
significativamente (P<0.05) méas bajos de TBARS (0.38 mg MDA/Kkg), en comparacion con las
muestras del control (0.567 mg MDA/kQ).
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Figura 6. Valores de TBARS del homogenizado de carne de cerdo adicionada con extracto
acuoso de cascarilla de café y pro-oxidado con ferrocianuro de potasio.

En la Figura 7 se muestra la curva de calibracion para la cuantificacién de MDA. En la literatura
se ha reportado que la oxidacion de lipidos ocurre a través de una reaccion en cadena de radicales
libres que se presenta en tres pasos (iniciacion, propagacién y terminacion). Los hidroperoxidos
lipidicos (ROOH) han sido identificados como productos primarios de la autooxidacion, mientras
que los productos de la descomposicion de ROOH, asi como alcoholes, cetonas, cidos organicos
volatiles, aldehidos, entre otros, son reconocidos como productos secundarios. Los productos
aldehidicos como el MDA pueden ser cuantificados por la reaccion que estos pueden presentar con
el acido tiobarbitarico (método sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico — TBARS), por lo que,
este método se usa cominmente como indice de oxidacion en carne y productos carnicos (Papuc
et al., 2017; Pfalzgraf et al., 1995).
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Figura 7. Curva de calibracion para la cuantificacion de malondialdehido (MDA).

En acuerdo con los resultados del presente estudio, en un trabajo preliminar se evalud la estabilidad
oxidativa de homogenizados carnicos tratados con extracto acuoso de bagazo de café obtenido por
FML con Pleurotus ostreatus, y sometidas a tratamiento térmico (65 °C/30 min). Los resultados
mostraron una reduccion en el contenido de MDA en las muestras tratadas con el extracto obtenido
por FML, respecto a las muestras del control (Torres-Martinez et al., 2022). No se reportan estudios
sobre la inclusion de extractos de residuos agroindustriales obtenidos por FML, en la formulacién
de productos carnicos y su efecto sobre los valores de oxidacion de lipidos. No obstante, se ha
demostrado el uso de harinas o extractos obtenidos a partir de diferentes residuos de café en la
formulacién de productos carnicos (Kim et al., 2016; Jully et al., 2016; Martuscelli et al., 2021).

Como ejemplo, en un estudio se reportd que la adicion de extractos etanélicos de bagazo de café
(500 y 1000 ppm) disminuyo6 los valores de TBARS en homogenizados carnicos y hamburguesas
de res cocidas durante su almacenamiento (37 °C/12 h y 4 °C/5 dias, respectivamente), en
comparacion con las muestras del grupo control (Kim et al., 2016). En otra investigacion, se
demostro que con la adicién de harina de bagazo de café (1 g/kg) disminuyeron los valores de
TBARS de hamburguesas de cerdo cocidas almacenadas -18 °C por 3 meses, en comparacion con
las muestras control (Jully et al., 2016). También, se ha reportado que la adicién de harina de

cascarilla de café (1.5 y 3.0%) disminuyo los valores de TBARS de hamburguesas de pollo
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cocinadas y almacenadas a 4 °C por 120 h, respecto al control (Martuscelli et al., 2021). Ademas,
se ha reportado que los compuestos fendlicos presentan alta capacidad para reducir la formacién
de MDA, lo cual se asocia a su capacidad para donar atomos de hidrogeno de sus grupos OH y a
la habilidad que estos tienen para interaccionar con las bicapas de fosfolipidos (Saija et al., 1995).
Por otra parte, el color es considerado una caracteristica fisicoquimica subjetiva ya que existe
unicamente en los ojos y el cerebro del observador (es decir, no es una caracteristica propia del
objeto observado), por lo que, este parametro juega un papel muy importante en la percepcion de
la calidad, debido a que se asocia con la frescura, sabor, terneza, seguridad, tiempo de
conservacion, nivel de satisfaccion y valor nutricional. Con relacion a los posibles cambios en el
color de la carne y los productos cérnicos, se ha reportado que pueden estar asociados a una
reduccion en los valores de pH, asi como que, un incremento en los niveles de oxidacion de lipidos
estd asociado con cambios en el color de la carne y los productos carnicos (Brewer et al., 2001;
Papuc et al., 2017; Tomasevic¢ et al., 2018).

Los resultados obtenidos de la evaluacion de L* del homogenizado de carne de cerdo (Figura 8),
indican que estos valores fueron afectados significativamente por la adicion de los antioxidantes y
por el nivel del agente oxidante (P<0.001). En el grupo de muestras sin oxidar (0% de ferrocianuro
de potasio), tratamientos control y BHT, presentaron los valores significativamente (P<0.05) méas
bajos de L* (promedio de 36.5), en comparacién con el resto de los tratamientos (promedio de
39.6). Los valores de L* no fueron afectados por la adicion de ferrocianuro de potasio (P>0.05).
Ademas, en el grupo de muestras oxidadas con 1% de ferrocianuro de potasio, no se presentaron
diferencias significativas (P>0.05) en los valores de L* entre los tratamientos (valor promedio de
41.5).
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Figura 8. Valores de L* del homogenizado de carne de cerdo adicionado con extracto acuoso de
cascarilla de café y pro-oxidado con ferrocianuro de potasio.

Los resultados obtenidos de la evaluacion del valor a* del homogenizado de carne de cerdo (Figura
9), indicaron que estos valores fueron afectados significativamente por la adicion de los
antioxidantes y por el nivel del agente oxidante (P<0.001). En el grupo de muestras sin oxidar (0%
de ferrocianuro de potasio) no se presentaron diferencias significativas (P>0.05) en los valores de
a* entre tratamientos (promedio de 7.1). También se observa que los valores de a* disminuyeron
significativamente (P<0.05) por la adicion de ferrocianuro de potasio, en dependencia de la
concentracion utilizada. Ademas, en el grupo de muestras oxidadas con 1% de ferrocianuro de
potasio, los tratamientos FML-1.5% y FML-3.0% presentaron los valores significativamente
(P<0.05) mas altos de a* con un promedio de 5.3, en comparacion con las muestras del control
(3.4). Estos resultados evidenciaron la proteccidn ejercida por la adicion de los extractos, al

proteger a las muestras contra el deterioro de pigmentos presentes en la carne.
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Figura 9. Valores de a* del homogenizado de carne de cerdo adicionada con extracto acuoso de
cascarilla de café y pro-oxidado con ferrocianuro de potasio.
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Los resultados obtenidos a partir de la evaluacion de b* del homogenizado de carne de cerdo
(Figura 10), indican que estos valores fueron afectados significativamente por la adicion de los
antioxidantes y por el nivel del agente oxidante utilizado (P<0.001). En el grupo de muestras sin
oxidar (0% de ferrocianuro de potasio) no se presentaron diferencias significativas (P>0.05) en los
valores de b* entre tratamientos (valor promedio de 9.1). Los valores de b* no fueron afectados
por la adicion de ferrocianuro de potasio (P>0.05). Ademas, en el grupo de muestras oxidadas con
1% de ferrocianuro de potasio, los tratamientos en los que se adicionaron los antioxidantes
presentaron los valores significativamente (P<0.05) més altos de b* (valor promedio de 8.4), en

comparacion con las muestras del control (valor de 7.2).
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Figura 10. Valores de b* del homogenizado de carne de cerdo adicionada con extracto acuoso de
cascarilla de café y pro-oxidado con ferrocianuro de potasio.
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Los resultados obtenidos respecto a la evaluacion de C* del homogenizado de carne de cerdo
(Figura 11), indicaron que estos valores fueron afectados significativamente por la adicion de los
antioxidantes y el nivel del agente oxidante (P<0.001). En el grupo de muestras sin oxidar (0% de
ferrocianuro de potasio) no se presentaron diferencias significativas (P>0.05) en los valores de C*
entre tratamientos (valor promedio de 11.4). Los valores de C* disminuyeron significativamente
(P<0.05) por la adicion de ferrocianuro de potasio, en dependencia de la concentracion; y el grupo
de muestras oxidadas con 1% de ferrocianuro de potasio, los tratamientos BHT y FML-3.0%
presentaron los valores significativamente (P<0.05) mas altos de C* con un promedio de 10.3, en

comparacion con las muestras del control (8.0).
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Figura 11. Valores de C* del homogenizado de carne de cerdo adicionada con extracto acuoso
de cascarilla de café y pro-oxidado con ferrocianuro de potasio.
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Los resultados obtenidos en la evaluacion de h* del homogenizado de carne de cerdo (Figura 11),
indicaron que estos valores fueron afectados significativamente por la adicion de los antioxidantes
y por el nivel del agente oxidante (P<0.001). En el grupo de muestras sin oxidar (0% de
ferrocianuro de potasio) el tratamiento control y BHT presentaron los valores significativamente
(P<0.05) mas altos de h* (valor promedio de 54.3), en comparacion con el resto de los tratamientos
(valores <51.0). Los valores de h* aumentaron significativamente (P<0.05) por la adicion de
ferrocianuro de potasio, en dependencia de la concentracién. Ademas, en el grupo de muestras
oxidadas con 1% de ferrocianuro de potasio, los tratamientos EAM-3.0% y FML-3.0% presentaron
los valores significativamente (P<0.05) mas bajos de h* (valor promedio de 57.0), en comparacion

con las muestras del control (valor de 64.7).
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Figura 12. Valores de h* del homogenizado de carne de cerdo adicionada con extracto acuoso de
cascarilla de café y pro-oxidado con ferrocianuro de potasio.

El parametro L* mide la luminosidad y los valores varian de 0 (negro) a 100 (blanco), y es
comunmente considerado un indicador de la condicion PSE en carne (palida, suave y exudativa y/o
DFD (oscura, firme y seca). Ademas, el parametro a* (indice de rojo) se considera mas Util que el
parametro b* (indice de amarillo), debido a que a* mide los cambios de color entre rojo y verde en
la superficie de la carne. Mientras que, el parametro C* (cromaticidad) se ha descrito como un buen
indicador de los cambios de color, ya que este disminuye cuando decrecen los valores de pH y a*,
asi como cuando se incrementan los valores del pardmetro h* (4ngulo de matiz o tono) y la
formacion de MetMb (Brewer et al., 2001; Tomasevic¢ et al., 2018).

En relacion al color de la carne fresca molida de cerdo, Fernandez-L6pez et al. (2000) reportaron
valores cercanos a los obtenidos en nuestro estudio para los pardmetros L* = 42 vs 40, a*, 8 vs 7.1,
y b* 10.5 vs 9.1; no obstante, con diferencias para los valores obtenidos de C* (14 vs 10.3) y h*
(60 vs 55) fueron diferentes. Ademas, en relacion con la formulacion de productos carnicos y su
efecto sobre los cambios del color, no se reportan estudios sobre la inclusion de extractos de
residuos agroindustriales obtenidos por FML. No obstante, en un estudio reciente se evaluo la
estabilidad oxidativa de hamburguesas de pollo sin cocinar adicionadas con un extracto acuoso-
etanolico (1:1) de céscara de café durante su almacenamiento (-18 °C/45 dias). Los tratamientos

de este estudio fueron cuatros, de los cuales, el primero consistié en un control (sin la adicion de
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antioxidantes), un segundo tratamiento como control positivo (adicion de BHT), y dos tratamientos
que incluyeron la adicion de 100 y 200 ppm del extracto. Los resultados indicaron que, a la més
alta concentracion de adicion de estos extractos en el producto carnico, se presentd un menor
incremento en los valores de L* y altos valores en los parametros a* y b* (de Farias-Marques et
al., 2022).

En relacion con los resultados obtenidos de la determinacion de la formacion de MetMb del
homogenizado de carne de cerdo (Figura 13), estos indican que los valores fueron afectados
significativamente por la adicion de los antioxidantes y por el nivel del agente oxidante utilizado
(P<0.001).
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Figura 13. VValores de MetMb del homogenizado de carne de cerdo adicionada con extracto
acuoso de cascarilla de café y pro-oxidado con ferrocianuro de potasio.

En el grupo de muestras sin oxidar (0% de ferrocianuro de potasio) los tratamientos EAM-3.0%,
FML-1.5% y FML-3.0% presentaron los valores significativamente (P<0.05) mas bajos de
formacion de MetMb (valor promedio de 11.4%), en comparacion con el control y BHT (valor
promedio de 23.8%). Los valores de MetMb se incrementaron (P<0.05) por la adicion de
ferrocianuro de potasio, en dependencia de la concentracion utilizada. Ademas, en el grupo de
muestras oxidadas con 1% de ferrocianuro de potasio, los tratamientos BHT y FML-3.0%

presentaron valores significativamente (P<0.05) més bajos de MetMb (valores de 33.9% y 36.7%,
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respectivamente), en comparacion con las muestras control (valor de 62.0%).

En la Figura 14 se muestra la curva de calibracion para la cuantificacion de MetMb. La mioglobina
(Mb) es la principal proteina responsable del color de la carne fresca, por lo que es importante el
conocimiento de los factores que promueven decoloracion de esta, y como retrasarla o evitarla. La
decoloracidn es el proceso mediante el cual se da la formacion de MetMb, el cual resulta de la
oxidacion del ion ferroso de la Mb a iones férricos: oxi-mioglobina (OMDb) + consumo de oxigeno
0 baja presion parcial de (O2) — e- — MetMb + 02" (Bekhit y Faustmant, 2005).
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Figura 14. Curva de calibracién para la cuantificacion de metamioglobina (MetMDb).

En relacion con la inclusion de extractos de residuos agroindustriales obtenidos por FML, no se
reportan estudios sobre el uso de estos en la formulacién de productos carnicos y su efecto sobre
los cambios en la formacion de MetMb. No obstante, en un trabajo de investigacién se evalud el
efecto de la adicion de harina de bagazo de café ligero y oscuro (1 g/kg) sobre la formacion MetMb
en hamburguesas de cerdo cocidas almacenadas -18 °C por tres meses. En acuerdo con los
resultados obtenidos en el presente estudio, al inicio del almacenamiento (dia 0) se observo una
reduccion en el contenido de MetMb en las muestras adicionadas con harina de bagazo de café
(ligero > oscuro). Mientras que, en el Gltimo dia de almacenamiento, las muestras adicionadas con
harina de bagazo de café ligero presentaron la menor formacién de MetMb, en comparacion con

las muestras control y con las muestras en las que se adiciono harina de bagazo de café oscuro
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(Jully et al., 2016). En relacion con el grado de aceptacion de la formacion de MetMb, se ha
reportado que con valores superiores al 40% el producto es rechazado por el consumidor (Greene
et al., 1971); por lo que es importante adicionar aditivos que retrasen la formacion de este
compuesto.

Por otra parte, se ha reportado que los aditivos alimentarios ademés de ser utilizados como
estabilizadores del proceso oxidativo, estos pueden prolongar la vida de anaquel de los alimentos
reduciendo el deterioro causado por microorganismos o protegiéndolos contra el crecimiento de
microrganismos patdgenos (Efenberger-Szmechtyk et al., 2021). Los extractos obtenidos de
fuentes naturales contienen diversos compuestos bioactivos que inhiben el crecimiento de
microorganismos, especialmente bacterias, cuyo mecanismo de accion es asociado comunmente a
caracteristicas estructurales. En base a su estructura, estos compuestos pueden causar cambios
fisioldgicos en la bacteria dafiando su pared, afectar la biosintesis de proteinas, los procesos
metabdlicos e inhibiendo la sintesis de ATP y ADN (Efenberger-Szmechtyk et al., 2021; Papuc et
al., 2017).

Respecto a los resultados obtenidos en la evaluacion de la cuenta total de meséfilos aerobios del
homogenizado de carne de cerdo (Figura 15), estos indican que los valores fueron afectados
significativamente por la adicion de los antioxidantes y el nivel del agente oxidante utilizado
(P<0.001). En el grupo de muestras sin oxidar (0% de ferrocianuro de potasio) no se presentaron
diferencias significativas (P>0.05) en la cuenta total de meséfilos aerobios entre tratamientos con
un promedio de 3.6 logio UFC/g. Los valores de cuenta total de mesofilos aerobios disminuyeron
significativamente (P<0.05) por efecto de la adicion de ferrocianuro de potasio, en dependencia de
la concentracion usada. Ademas, en el grupo de muestras oxidadas con 1% de ferrocianuro de
potasio, el tratamiento FML-3.0% presento los valores significativamente (P<0.05) méas bajos de
la cuenta total de mesofilos aerobios con 3.1 logio UFC/g, en comparacion con las muestras control
con 3.5 logio UFC/g.
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Figura 15. Cuenta total de mesofilos aerobios del homogenizado de carne de cerdo adicionada
con extracto acuoso de cascarilla de café y pro-oxidado con ferrocianuro de potasio.

En relacion con los resultados obtenidos de la cuenta total de psicréfilos aerobios del
homogenizado de carne de cerdo (Figura 16), estos indican que los valores fueron afectados
significativamente por la adicion de los antioxidantes y el nivel del agente oxidante utilizado
(P<0.001). En el grupo de muestras sin oxidar (0% de ferrocianuro de potasio) los tratamientos
EAM-3.0%, FML-1.5% y FML-3.0% presentan los valores significativamente (P<0.05) méas bajos
de la cuenta total de psicrofilos aerobios con un promedio de 3.4 logio UFC/g, en comparacion con
el resto de los tratamientos (valor promedio de 4.0 logio UFC/g). Los valores de cuenta total de
psicréfilos aerobios disminuyeron significativamente (P<0.05) por la adicion de ferrocianuro de
potasio, en dependencia de la concentracion utilizada. En el grupo de muestras oxidadas con 1%
de ferrocianuro de potasio, los tratamientos EAM-3.0%, FML-1.5% y FML-3.0% presentan los
valores significativamente (P<0.05) méas bajos de la cuenta total de psicrofilos aerobios con un

promedio de 3.3 logio UFC/g, en comparacion con los otros tratamientos con 3.7 logio UFC/g.
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Figura 16. Cuenta total de psicrofilos aerobios del homogenizado de carne de cerdo adicionada
con extracto acuoso de cascarilla de café y pro-oxidado con ferrocianuro de potasio.

De acuerdo con las normativas mexicanas los recuentos microbianos en un alimento no deben
exceder el maximo permisible, es decir, 6 Logio UFC/g (NOM, 1993). No se reportan estudios
sobre la inclusion de extractos de residuos agroindustriales obtenidos por FML y EAM, en la
formulaciéon de productos carnicos y su efecto sobre el crecimiento de bacterias mesofilas y
psicréfilas. No obstante, se ha propuesto el uso de compuestos bioactivos obtenidos a partir de
residuos agroindustriales por FML utilizando hongos, con el fin de desarrollar nuevos aditivos

alimentarios (Vargas-Sanchez et al., 2021).
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7. CONCLUSIONES

Los resultados mostraron un efecto significativo del método de extraccion y el nivel de
cascarilla de café utilizado sobre el contenido de metabolitos, actividad antioxidante y
antimicrobiana.

El mayor contenido de carbohidratos lo presento el extracto EAM-0%, mientras que el mayor
contenido de fenoles, flavonoides y acido cafeoilquinico total, el extracto FML-3.0%.

Los valores mas altos de actividad antirradical DPPH" lo presenté el extracto EAM-3.0%,
mientras que la mayor actividad antirradical ABTS™" el extracto FML-3.0%. Respecto al poder
reductor, FML-3.0% presentd el valor mas alto de PR y los extractos EAM-1.5% y FML-3.0%
los valores mas altos de FRAP.

La mayor inhibicién contra bacterias Gram-positivas (Staphylococcus aureus y Listeria
monocytogenes) lo presentaron los tratamientos EAM-1.5% y EAM-3.0%. Respecto a las
bacterias Gram-negativas, la mayor inhibicién contra Escherichia coli se observd con los
tratamientos EAM-1.5%, EAM-3.0% y FML-3.0%; mientras que, los extractos EAM-3.0%,
FML-0%, FML-1.5% y FML-3.0% presentaron el mayor efecto contra Salmonella
typhimurium.

Los resultados de las pruebas de estabilidad antioxidante y actividad antimicrobiana del
homogenizado de carne de cerdo mostraron un efecto significativo del tratamiento y nivel de
pro-oxidacion.

La incorporacion de los extractos (FML > EAM) al homogenizado de carne de cerdo, redujo
significativamente los cambios en los valores de pH, oxidacién de lipidos, color y formacion

de metamioglobina, asi como la cuenta total de meséfilos y psicréfilos aerobios.
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8. RECOMENDACIONES

Obtener extractos de otros residuos agroindustriales mediante extraccion asistida por
fermentacion en medio liquido y medio sélido con diferentes especies de hongos comestibles.
Determinar el contenido de compuestos bioactivos y propiedades bioldgicas de extractos
obtenidos por fermentacion fungica de nuevos residuos agroindustriales.

Evaluar el efecto de la inclusion de nuevos extractos en diferentes niveles de adicion sobre la
estabilidad oxidativa y antimicrobiana en diferentes productos carnicos, durante su

almacenamiento.
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