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Resumen

La industria del café genera enormes volimenes de biomasa residual, lo cual representa un desafio ambiental vy,
a su vez, una oportunidad para la obtencion de biopolimeros. Este estudio propone valorizar la pulpa de café
mediante la produccion de biopeliculas de pectina con potencial aplicacion en empaques. Se extrajo pectina de
pulpa de Coffea arabica (variedad Caturra Chiroso) utilizando H,SO4 0.1 M, evaluando el efecto de temperatura
(25-100 °C) y tiempo (30-90 min) en el rendimiento de extraccion. Las mejores condiciones fueron 100 °C y
90 min, alcanzando un rendimiento del 6.95 + 0.78%. La pectina obtenida present6 un grado de esterificacion
del 59 + 3.1% y grado de metoxilacion de 5.2 + 0.4%. Las biopeliculas se produjeron mediante solvent casting,
variando concentraciones de pectina (2-5%) y sorbitol como plastificante (20-40%) y evaluando como
respuesta las propiedades mecanicas resultantes. Para la mejor formulacion evaluada (5% pectina y 40%
sorbitol) se encontr6 una resistencia a la traccion de 2.28 + 0.33 MPa y un porcentaje de elongacion de 22.75 +
3.29%. Las peliculas obtenidas exhibieron actividad antioxidante (eliminacion de radicales ABTS: 17.7 + 2.2%)
y permeabilidad al vapor de agua (5.44 + 0.27 x 1071° kg/ m s Pa) comparable a la de otros biopolimeros
similares. Ademas, la microscopia electronica reveld estructuras homogéneas sin cavidades, indicando
compatibilidad entre componentes. En relacion con los resultados, se demostro el potencial de la pulpa de café
como fuente de pectina para la producciéon de biopeliculas. Sin embargo, considerando su potencial en
empaques, se sugiere profundizar en la investigacion para mejorar las propiedades mecanicas y funcionales
mediante la incorporacion de nanomateriales o la combinacién con otros biopolimeros, ya que esto podria
permitir el desarrollo de un bioplastico competitivo en su desempefio funcional, lo que facilitaria su
implementacion en reemplazo de plasticos convencionales.

1. Introduccién

El café es una de las bebidas no alcohdlicas mas consumidas a lo largo del mundo, cuyo consumo ha
aumentado a través de los afios beneficiando a los paises productores quienes estan ubicados especialmente en
Sudamérica y, a pesar de que ha tenido lugar un déficit de 4.4 millones de sacos a nivel mundial durante 2023
por el bajo crecimiento de la produccion a raiz de los altos precios de los insumos y a condiciones climaticas
desfavorables, el consumo mundial para ese mismo afio fue de 170.22 millones de sacos que representa un
0.23% maés que el afio inmediatamente anterior [1], [2]. Dentro de los paises sudamericanos, Colombia destaca
siendo un pais reconocido internacionalmente por su produccion de café que se categoriza como el segundo
productor mas grande de la regién con una produccion de 13.476 millones de sacos en 2024, ubicandose después
de Brasil que tuvo una produccion de 59 millones de sacos en el mismo periodo [3], [4]. Colombia, a pesar de
categorizarse a nivel productivo como un pais de volatilidad con tendencia a la estabilidad, ha experimentado
un crecimiento general entre 2015 y 2024, manteniendo una produccién promedio de 12.4 millones de sacos y
experimentando un récord histérico de exportaciones entre enero y octubre de 2022 con $3.748 millones de
USD facturados [5], [6]. No obstante, pese a que el crecimiento en la produccién de café ha beneficiado
histéricamente al pais, la produccion y la creciente exportacién de café ha supuesto el surgimiento de
problemaéticas asociadas con el manejo de residuos que se estiman que corresponden a alrededor de 650 kg por
cada 1000 kg de café consumidos y que, en virtud de que el 80% de la produccion es destinada al comercio
internacional, deben ser tratados en el pais de origen [7], [8]. En lo que respecta a esta coyuntura, se han
desarrollado multiples estrategias para el manejo de subproductos y residuos de café, donde las aplicaciones
gue mas destacan son la generacion de nuevos materiales y también su uso como combustible; ambas estrategias
con una fuerte inclinacion hacia el reemplazo de derivados del petréleo [9], [10].

En relacién con la generacion de nuevos materiales, destaca el escenario de los polimeros y sus aplicaciones,
donde los mas comunes son derivados del petréleo que por su naturaleza no son biodegradables y, a raiz de que
no suelen ser recuperados después de su uso, los largos volimenes producidos podrian terminar en los suelos
reduciendo progresivamente la permeabilidad al gas y al agua, alterando la estabilidad del sistema y de la
microbiota existente y dando lugar a la posibilidad de que estos puedan entrar finalmente en la cadena
alimenticia [9]. Esta problematica, en relacién con el aumento en la cantidad de residuos producidos en la
industria de café, ha incentivado la necesidad de desarrollar estrategias para valorizar la biomasa residual a
través de la produccion de biopolimeros donde, para tal fin, se ha estudiado el uso de cascara de café, mucilago
de café, pulpa de café, piel plateada de café y pozos residuales de café, entre otros residuos provenientes de este
desecho agroindustrial [11]. La pulpa de café, que es precisamente el subproducto mas abundante representando
alrededor del 40% del grano de café, estd compuesta principalmente de carbohidratos incluyendo pectina (20 —



30%), oligosacaridos y fibra (30%) y proteinas, minerales y agua [12], [13], aunque también se ha encontrado
que es una fuente rica en compuestos fenolicos (entre 1.80 — 8.56%) tales como el acido clorogénico, el acido
cafeico y el &cido ferulico, por lo que se considera una fuente natural de antioxidantes [14], [15]. Segin la
literatura, se ha estimado que se puede extraer alrededor de 49.8 g de pectina a partir de 1 kg de pulpa de café,
lo que resulta interesante en virtud de que la pectina posee diversas propiedades que le permiten actuar como
agente emulsificante, estabilizador y formador de geles [16], [17]. A raiz de estas propiedades, la pectina se
destaca como un polimero adecuado para el desarrollo de biopeliculas con especial énfasis en empaques de
alimentos [18].

En este ambito, con énfasis en el contexto de los polimeros biodegradables y dado que los desechos de
actividades de agricultura constituyen las principales fuentes de obtencién de pectina [19], la pulpa de café
resulta interesante para la extraccion de pectina con hincapié en la produccién de peliculas para su uso potencial
en empaques. En la literatura se ha investigado la produccion de biopeliculas de pectina a partir de residuos de
diferentes origenes tales como cascara de mandarina (citrus unshiu) [20], mesocarpio de pequi (caryocar
brasiliense) [21], cascaras de citricos [22], cascara de pomelo rojo [23], entre otras, donde se ha encontrado que
en la extraccion de pectina influye significativamente el origen del residuo agroindustrial y el proceso de
extraccion utilizado (método, pH, temperatura, tiempo) precisamente porque esto modula las propiedades
finales de la pectina, especialmente el grado de esterificacion (% DE) que determina si esta es de alto grado de
metoxilacion (HMP) o de bajo grado (LMP) lo que influye en su capacidad para gelificar y formar peliculas
[12]. En linea con esto, es de destacar que la resistencia a la traccién (RT) en las peliculas producidas a partir
de residuos agroindustriales suele ser baja 0 moderada (9 £ 6 MPa) mientras que su porcentaje de elongacion
(% E) moderado (12 + 4%), cuyos valores varian segun el método de preparacion de las peliculas (siendo el
mas comun solvent casting) y también del uso de agentes plastificantes (como glicerol, sorbitol, PEG y agua)
y dispersantes (Tween 20) [24], [25]. En este sentido, dada la importancia del origen y las condiciones de
extraccion de pectina en sus propiedades finales (% DE principalmente), ademas de la influencia que tiene el
método de preparacion de las peliculas en las propiedades mecanicas resultantes, se propone estudiar la
produccion de peliculas de pectina a partir de residuos agroindustriales de pulpa de café para validar su potencial
aplicacion en empaques.

2. Materiales y métodos
2.1. Preparacion de la pulpa de café

La pulpa de café de la especie Coffea Arabica (variedad de Caturra Chiroso) fue obtenida de una finca
cafetera ubicada en Urrao — Antioquia (6°13'24.2"N 76°08'16.7"W). Esta se despulp6 de manera mecénica, se
almacené a 4 °C con el propdésito de conservarla y posteriormente se secd sobre una superficie ventilada a
temperatura ambiente durante 24 h. La pulpa se secd una vez méas en un horno (OF -02GW Forced Convection
Oven 60L) a 50 °C durante 24 horas para retirar la humedad residual, subsecuentemente se moli6 en ayuda de
una licuadora (Oster BLST4655) hasta malla # 50 (300 um) y se almacené en bolsas zip de polietileno a
temperatura ambiente (25 °C).

Con el objetivo de determinar el contenido de materia seca y humedad en la pulpa fresca de café (variedad
Caturra Chiroso) se consider6 la metodologia reportada por [26] con leves modificaciones. Para tal propdsito,
se secO por triplicado una porcion representativa (100 £ 0.1 g) de pulpa de café en un horno (OF -02GW Forced
Convection Oven 60L) a 105 + 0.1 °C hasta que su peso fue constante. La cantidad de materia seca se determino
pesando la muestra y el % de humedad se determiné a partir de la ecuacién (1).

Masa inicial (g) — Cantidad de materia seca (g)
H dad (%) =
umedad (%) Masa incial (g) @

2.2. Extraccion de pectina a partir de pulpa de café

La extraccién de pectina a partir de la pulpa de café previamente tratada se llevo a cabo con énfasis en la
metodologia de [27] y [28] con ligeras modificaciones (Figura 1). Se realiz6 una extraccién en medio acido con



H.SO4 0.1 M (Merck, U.S) a partir de diferentes condiciones de operacion en donde se conservo una relacion
solido - liquido de 1:5 (p/v), un pH de 2.0 y un tamafio de particula < 300 um, mientras se vario la temperatura
de extraccidn entre 25 °C, 50 °C y 100 °C y el tiempo de extraccion entre 30, 60 y 90 min (Figura 2). La
suspensién resultante de la extraccion se centrifugo (Hettich ROTINA 420R) durante 20 min a 4500 RPM y 25
°C para luego recuperar el liquido sobrenadante el cual se mezcl6 con etanol 96% (v/v) en relacion 1:1 (v/v) a
4 °C durante 16 h con el proposito de precipitar la pectina previamente hidrolizada. Posteriormente, se
centrifugd (OF -02GW Forced Convection Oven 60L) la mezcla resultante durante 20 min a 4500 RPM y 4 °C,
se recupero el solido precipitado el cual se lavé 3 veces con 100 mL de etanol 96%, se seco en un horno (OF -
02GW Forced Convection Oven 60L) a 35 °C hasta alcanzar el equilibrio y finalmente se molid (Oster
BLST4655) hasta conseguir un tamafio de particula menor a 2 mm.

Figura 1. Proceso de extraccién de pectina a partir de pulpa de café
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Figura 2. Disefio de experimentos para evaluar la extraccién de pectina respecto al rendimiento de extraccion
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Con el objetivo de determinar las mejores condiciones de operacion (Figura 2) durante la extraccién en
medio &cido (H.SO4 0.1 M) se consider6 el rendimiento de extraccion a partir de la ecuacion reportada por [12]
(Ecuacion (2)).

o . Peso de la pectina seca (g)
Rendimiento pectina (%) = — x 100 2
Peso pulpa seca usada en extraccién (g)

Se realizé un disefio de experimentos factorial 3% para evaluar la respuesta de los factores tiempo (min) y
temperatura (°C) en términos del rendimiento de extraccion de pectina (Ecuacion (2)) y con el proposito de
darle robutez a los resultados obtenidos todos los experimentos descritos se llevaron a cabo por triplicado.

2.3. Caracterizacion de la pectina extraida de pulpa de café

Después de determinar cuales condiciones de extraccion de pectina supusieron el mayor rendimiento de
extraccion, se caracterizé la pectina obtenida para estas condiciones respecto a su peso equivalente, grado de
metoxilacion (% R — OCHj), grado de esterificacion (% DE) y contenido de acidos anhidrourdnicos (% AUA).

2.3.1. Peso equivalente

El ensayo de peso equivalente que permite determinar el contenido total de acidos galacturénicos libres, es
decir, aquellos que no estan esterificados, en las cadenas moleculares que componen la pectina se realizé segin
lo reportado por [29]. El procedimiento realizado se encuentra sintetizado en la Figura 3.

Figura 3. Procedimiento para determinar el peso equivalente de pectina

Agua destilada o gétas ., 0.1 N NaOH
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Para este se tomaron 0.1 g de pectina de pulpa de café que fueron mezclados con 5 mL de etanol 96% (v/v) y 1
g de NaCl (Merck, U. S.) que luego se aforaron con agua destilada hasta completar 100 mL. Se adicionaron 6
gotas de fenolftaleina y posteriormente se titul6 con NaOH 0.1 N hasta un cambio de coloracion ligeramente
rosa que indicd el punto final de la titulacion. El peso equivalente se hallé6 mediante la siguiente ecuacion:

1

W,
= 3
P =gy X 1000 3

Donde Pe es el peso equivalente de la pectina en (g/mol), W es el peso de la muestra de pectina (g), Vi es el
volumen de NaOH utilizado (mL) y N es la normalidad de la solucién de NaOH empleada.

2.3.2. Grado de metoxilacién (% R — OCHys)

El grado de metoxilacién es un método importante en el control del tiempo de gelificacion de la pectina, su
sensibilidad a cationes polivalentes y en general para determinar su utilidad para la formacion de geles, peliculas
y fibras con bajo contenido de sdlidos. Este ensayo se realizé bajo los pardmetros reportados por [30] y la
metodologia seguida se encuentra resumida en la Figura 4.



Figura 4. Determinacion del grado de metoxilacion de pectina
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Para ello se tom0 la solucion neutral resultante de la titulacion que se llevd a cabo en la determinacion del peso
equivalente, se le agreg6 25 mL de NaOH 0.25 N en agitacion y se dejo reposando la solucién resultante por
30 min a 20° C. Posteriormente se agregd 25 mL de HCI 0.25 N, se titul6 con NaOH 0.1 N hasta que la solucion
adquirié una coloracion ligeramente rosada y finalmente se calculd el grado de metoxilacion con la ecuacion

(4).

MeO (%) — (V‘Xl\‘;‘\/& (4)

Donde MeO es el grado de metoxilacion en (%), Vi es el volumen de NaOH utilizado (mL), M es la molaridad
de la solucion de NaOH empleada (mol/L) y Wi es el peso de la muestra de pectina empleada (g).

2.3.3. Grado de esterificacion (% DE)

El grado de esterificacion se realiz a partir del método desarrollado por [31] (Figura 5), para lo cual se
disolvieron 0.2 g de pectina extraida de pulpa de café en 5 mL de etanol 96 % (v/v) y 20 mL de agua destilada
con ayuda de un agitador magnético a 45 °C. Subsecuentemente se agregaron 3 gotas de fenolftaleina y se titulé
con NaOH 0.1 M hasta que la solucién vir6 ligeramente a color rosa. Posteriormente se adicion6 a la solucion
10 mL de NaOH 0.1 M, se agit6 vigorosamente para asegurar la neutralizacion de los acidos poligalacturénicos
presentes en la pectina y se reposé la solucion a 20 °C durante 2 horas. Una vez transcurrido este tiempo se
agregaron 10 mL de HCI 0.1 M hasta que el color rosa presente en la solucidn desapareciera, se adicionaron 3
gotas de fenolftaleina y finalmente se titul6 con NaOH 0.1 M hasta que se observé nuevamente el color rosado
en la solucién. El grado de esterificacion se calcul6 en ayuda de la ecuacion (5).



Figura 5. Determinacion del grado de esterificacion de pectina
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En esta ecuacion V; es el volumen de NaOH (mL) utilizado en la primera titulacion, mientras que V, (mL) es
el volumen usado en la segunda titulacién.

2.3.4. Contenido de acidos anhidrouroénicos (AUA)

El contenido de &cido anhidrolronicos se calculé a partir del método reportado por [32] a partir de la
ecuacion (6).

(176 x Me0)
%) = o~ ) 6
AUA (%) DE 3r X 100 (6)

2.4. Preparacion de biopeliculas de pectina a partir de biomasa residual de café

La preparacién de peliculas de pectina se realiz6 a partir de la metodologia propuesta por [22] con
modificaciones implementadas en virtud de que se estudio el efecto de diferentes proporciones de pectina y
plastificante en las propiedades mecanicas resultantes de peliculas de pectina (Figura 6). Puntualmente se
produjeron las peliculas mediante el método de “Solvent casting” en donde diferentes proporciones de pectina
(2 -5 %) y plastificante (20 — 40 % en relacion con la pectina) se adicionaron a 100 mL de agua destilada para
posteriormente agitar de manera constante (900 RPM) la solucidn resultante a una temperatura de 30 °C durante
16 h (CORNING PC-420D). Subsecuentemente se llevd la solucion a un equipo de ultrasonido (BRANDSON
5210 R-DTH) durante 90 min con el propoésito de acelerar el proceso de disolucion de pectina y mitigar la
formacion de burbujas en la solucion y finalmente se filtré al vacio (ME 2C NT a 70 mbar). La solucién
resultante se llevd a moldes de silicona, especificamente en una proporcién de 60 mL en un &rea de 200 cm?
para posteriormente dejarla secando a 20 °C durante 72 h hasta que se formo la pelicula y esta se retir6 del
molde.



Figura 6. Preparacion de peliculas de pectina
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Con el proposito de evaluar el efecto de diferentes proporciones de pectina y plastificante en las propiedades
mecanicas resultantes de las peliculas (resistencia a la traccion y % de elongacion) se realiz6 un disefio de
experimentos factorial con puntos centrales (Figura 7). La regién experimental para la preparacion de peliculas
de pectina se definié con énfasis en los valores reportados por [23], [33], [34], [35], [36], [37] [38], aunque, de
manera preliminar con el objetivo de definir el plastificante a usar se realizaron ensayos con los valores medios
(3.5 % (p/p) de pectina y 30 % en relacion con la pectina de plastificante) a partir de glicerol (Protokimica,
Colombia), sorbitol (Protokimica, Colombia) y polietilenglicol (PEG - m, ~ 5800 en promedio, Sigma —
Aldrich, U.S) para evaluar su respuesta, cribar los resultados y asi determinar el mas apropiado para el disefio

(moldes silicona - 72 h - 20 °C)

de experimentos descrito. Dichos ensayos preliminares, se reportan en la siguiente tabla:

Tabla 1. Ensayos preliminares con peliculas de pectina para determinar el plastificante a emplear

(% con respecto a pectina)

Plastificante (%) Pectina Plastificante
Glicerol 35 30
Sorbitol 35 30

PEG 35 30

Figura 7. Regidn experimental del disefio de experimentos de peliculas de pectina
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W04 @ e @ Ensayos

304 @ L L]

Plastificante (% con respecto a pectina)

204 @ L L

T
2.0 3.5 5.0
Pectina (%)



2.4.1. Propiedades mecéanicas

La resistencia a la traccion (RT) y el porcentaje de elongacion en el fallo (%E) se determiné en el marco de
la norma ASTM D882-18 [39]. Se utiliz6 una maquina universal (INSTRON 5900) a una temperatura de 23 +
2 °C y humedad relativa de 50 + 5% con una tasa de deformacién de 5 mm/s. Para ensayar las diferentes
peliculas preparadas, se cortaron probetas de 100 mm x 50 mm a las cuales se les estimd su grosor en ayuda de
un micrémetro digital (INSIZE, 0 - 25 + 0.01 mm) realizando mediciones en 10 puntos aleatorios de la probeta
y se expreso el grosor en mm a partir del valor promedio calculado [40].

La resistencia a la traccion se hallé en ayuda de la ecuacion (7), mientras que el porcentaje de elongacion se
calculé mediante la ecuacion (8).

RT (MPa) = L%“g (7)

En esta ecuacion RT (MPa) hace referencia a la resistencia a la traccion, mientras que Fr, (N) hace referencia a
la fuerza maxima que experimento la probeta durante el ensayo de traccion, L (mm) al ancho de la probeta y g
(mm) al grosor medido.

E (%) = F2 100 ®)
Ey
Donde E (%) es el porcentaje de elongacién en el fallo durante el ensayo de traccién, E; (mm) es la longitud
inicial de la probeta y E; (mm) es la longitud después de realizar el ensayo de traccién.
2.5. Caracterizacién de las biopeliculas de pectina

Despueés de determinar cudl plastificante y qué proporciones de pectina y plastificante supusieron la mejor
respuesta en términos de las propiedades mecanicas conseguidas en las peliculas producidas (RT y % E), se
caracterizaron las peliculas obtenidas para estas condiciones respecto a su opacidad, morfologia superficial y
transversal, permeabilidad al vapor de agua y capacidad antioxidante.
2.5.1. Opacidad y resistencia a los rayos UV

La opacidad de las peliculas de pectina trabajadas se determiné a partir de la medicion de la absorbancia a
600 nm de segmentos rectangulares (1cm X 2 cm) de la pelicula seleccionada a partir del método descrito por
[41]. Se empled6 una celda como blanco y se midi6 la absorbancia de los segmentos rectangulares descritos en

un espectrofotometro de UV-Visible (Thermo Scientific GENESYS 10S UV-Vis). Se determind la opacidad de
las peliculas a partir de siguiente ecuacion:

Abs (9)

Opacidad = —
g

Donde Abs es el valor medido de la absorbancia a 600 nmy g es el grosor de la pelicula (mm).

Adicionalmente se evallo la resistencia a los rayos UV de las peliculas resultantes a partir de la medicion de la
transmitancia a longitudes de onda entre 200 y 800 nm [41].
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2.5.2. Actividad antioxidante
2.5.2.1. Ensayo de eliminacién de radicales ABTS

La actividad antioxidante para las peliculas de pectina se determind a partir de la capacidad de eliminacion
de radicales ABTS segun lo reportado por [41] (Figura 8). Para esto fue necesario preparar una solucion stock
de ABTS a partir de 2.4 mmoL/L de sal ABTS (Sigma — Aldrich, U.S) y 7 mmoL/L de persulfato de potasio
(K2S20s — Merck, U.S) que se mezclaron en una proporcidn 1:1, reaccionaron a temperatura ambiente y se
mantuvieron durante 16 h en ausencia de luz. A razén de que la pectina se precipita en alcohol incluso en
pequefias cantidades y esto podria afectar los resultados finales de la actividad antioxidante, se eligié agua
destilada como diluyente en reemplazo de metanol, por lo que la solucién stock de ABTS se diluyé en agua
desionizada hasta una absorbancia de 0.700 + 0.03 a 734 nm que se midi6 con un espectrofotometro UV-Vis
(Thermo Scientific GENESY'S 10S UV-Vis). Con el objetivo de verificar la actividad antioxidante de la pectina,
se tom6 1 mL de solucién del polisacarido a diferentes concentraciones (0.5, 1.5y 2.5 mg/mL) y se mezcl6 con
1 mL de la solucion diluida de ABTS, dejandolas reaccionar durante 7 minutos en oscuridad para después medir
la absorbancia de la solucion resultante a 734 nm. El control positivo se realizo a partir de acido L-ascorbico
(vitamina C — Merck, U.S) a las mismas concentraciones trabajadas para la pectina.

Figura 8. Medicion de capacidad antioxidante a partir de ABTS

5 mL de Agua destilada

itaci 1mL
50 mg Pelicula de pectina  ——» Dilucién Ufiml;qso?(‘)
1ml (0.5, 1.5, v 2.5 mg/mL}
Agua destilada Acido L-ascorbico y Peclina
l 4 l
I . Yilucid P s
2.4 mmol/T, ABTS ——» Mezelado Almacenado Dilucién 1mL Rgacclon [\lethuml.)" control
. o R P . . (Hasta Abs = 0.70 + 0.0 » Antioxidantes < positivo
7 mmol/LK,8,04 —» {Solucion Stock - 25.°C) (Oscuridad - 16h) ) > twin - Oseridad) o)

Caleulo capacidad Medicién
antioxidante < C: idad antioxidante

“Eenacitn: (734 1m)

Adicionalmente, con el prop6sito de evaluar la actividad antioxidante de las peliculas resultantes, se realiz6 una
solucidn de extracto de pelicula de pectina para lo cual se mezclé 50 mg de las peliculas seleccionadas con 5
mL de agua desionizada y se agitéd a 140 RPM (New Brunswick Scientific Excella E24) a 25 °C durante 12 h
para luego mezclar el sobrenadante con 1 mL de la solucién diluida de ABTS, dejandolo reaccionar en oscuridad
durante 7 min y finalmente midiendo la absorbancia a 734 nm [42].

i, o ) A; — Ag
Actividad antioxidante frente a radicales ABTS (%) = (A—) x 100 (10)
1

La capacidad de captura del radical de ABTS se calculé mediante la ecuacion (10) en donde A; es la absorbancia
del blanco (agua desionizada en lugar de la muestra), mientras que Ases la absorbancia de la muestra.

2.5.2.2. Fenoles totales

Se reportd la cantidad de fenoles totales presentes en las peliculas seleccionadas mediante método
colorimétrico a partir de lo descrito por [43] y [44] (Figura 9). En primer lugar, se prepararon las soluciones de
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extracto de las peliculas obtenidas mezclando 80 mg de la pelicula de pectina con 5 mL de agua desionizada,
para luego colocar la solucion resultante en un agitador (New Brunswick Scientific Excella E24) a 140 RPM y
30 °C durante 24 h. Posteriormente, se tomd una alicuota de 50 pL del sobrenadante de la solucion, 800 pL de
agua desionizada y 100 pL del reactivo de Folin Ciocalteu (Panreac AppliChem, Espafia), que se agito en vortex
(Corning LSE6775, U. S.) y se dejo en reposo por 8 minutos. Luego se adicionaron 50 pL de Na>COs3 al 20 (%
m/v) (Panreac AppliChem, Espafia) y se agité nuevamente en vortex. Transcurrida 1 hora en la oscuridad se
leyo la absorbancia a 760 nm usando un espectrofotémetro UV-Vis (Thermo Scientific GENESYS 10S UV-
Vis). Se usaron soluciones de acido galico (Merck, U. S.) para construir la curva de calibracion (5-200 mg/mL
de é&cido galico, r> = 0.9938). Los resultados se expresan como mg equivalentes de acido gélico (GAE)/g de la
pelicula.

Figura 9. Cuantificacién de fenoles totales en peliculas de pectina

100 4l o0 L
Reaetivo Folin Agua desionizada

80 myg de pelicula o 50 uL o
Mezelado Agilacion Agilacion Reposo

(140 vpm - 24 h - 30°C) (Vortex) (8 miw)

peclina

h 4

5 mL Agua desionizada —»

50 HL
20% Na,C0, (% m/v)

¥

Mediciom N
Reposo Agitacién Mezclado
Tenoles totales < P < Ag
(Oseuridad) (Vortex) (750 o)

(Curva fe. Galies - 760 nm)

2.5.3. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La morfologia de la estructura superficial y transversal de las peliculas producidas se caracterizé6 mediante
microscopia electronica de barrido (SEM o scanning electron microscope) con un equipo Zeiss Evo 10. El
rango de operacién se definid entre 15 — 20 kV y a raiz de la naturaleza no conductora de las peliculas de estas
se fijaron mediante cinta de carbono y se recubrieron con una aleacién de Au — Pd con un espesor de 12 nm en
presencia de gas de Argén.

2.5.4. Permeabilidad al vapor de agua (WVP)

La evaluacién de la permeabilidad al vapor de las peliculas de pectina se realizd con énfasis en la norma
E96M — 24a [45] a partir del método del disecante. Se prepararon recipientes con 2 g de cloruro de calcio
anhidro (CaCl, — Merck, U.S) para crear dentro de ellos condiciones de 0% de humedad. La cara superior de
los recipientes (abierta) se cubri6 con las peliculas y adicionalmente, para garantizar su fijacion, los bordes del
recipiente se sellaron con una pelicula de polietileno linear de baja densidad (papel film). Para mantener un
gradiente de humedad relativa maxima (100%) a 23 + 1 °C se dispuso agua destilada dentro de una vasija de
almacenamiento donde se dejaron los recipientes. La tasa de transmision de vapor de agua (WVTR) y la
permeabilidad al vapor de agua (WVP) se calcularon a partir de las ecuaciones (11) y (12) respectivamente.

Cambio en la masa
WYTR = — L (® (11)
Tiempo (s) X Area transversal (m?)
Grosor pelicula (mm;
— pelicula (mm) (12)

" Diferencia de presién (Pa)
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2.6. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 a partir del lenguaje de programacion R (version 4.3.1). Dado que se
realizaron dos disefios de experimentos 32 (2 factores con 3 niveles) se analizaron los datos a partir de analisis
de varianza (ANOVA) de dos vias con un nivel de confianza de 95%. Adicionalmente, las medias de las
variables de respuesta se compararon mediante la prueba de multiples rangos de Tukey en donde se establece
que un valor p < 0.05 indica diferencias estadisticamente significativas entre grupos y los resultados fueron
reportados a partir de sus valores medios con error estandar.

3. Resultados y analisis
3.1. Preparacion de la pulpa de café

Los resultados del contenido de materia seca y humedad de la pulpa de café de la variedad Caturra Chiroso
se reportan en la Tabla 2. La humedad fue de 79.7 + 2.1%, cuyo valor es cercano a los reportados por [46] para
la especie Coffea arabica, que es precisamente el género del que se deriva la variedad Caturra Chiroso [47],
donde se destaca un elevado contenido de humedad (79.49 + 0.813%), que sumado al alto contenido de azUcares
simples (20 — 30% de su composicion) convierten a la pulpa de café en un residuo altamente susceptible a la
descomposicién microbiana y ademas le constituyen como un contaminante potencial [48], reafirmando la
necesidad de desarrollar estrategias para valorizar este residuo.

Tabla 2. Contenido de materia seca y humedad en pulpa de café fresca

Residuo Materia seca (%) Humedad (%)

Pulpa fresca 20.3+2.1% 79.7+2.1%

En el contexto del secado, la etapa preliminar de secado bajo el sol en una superficie ventilada es una alternativa
ambientalmente amigable, econdmica y accesible en las condiciones existentes en las despulpadoras de café y
que, combinada con un posterior secado en horno, permite estabilizar la biomasa evitando su descomposicion
temprana y facilitando su almacenaje y transporte [26], asuntos que son de gran importancia si se considera el
desarrollo de estrategias para valorizar la pulpa de café tales como la extraccién de componentes activos como
la pectina, aunque también para otras alternativas como la activacion de los azlcares simples existentes en la
pulpa de café para la obtencién de bioetanol [48].

3.2. Extraccidn de pectina a partir de pulpa de café
Los resultados de la evaluacion del efecto de la temperatura y el tiempo en la extraccion de pectina de pulpa
de café para la variedad Caturra Chiroso (Coffea Arabica) se precisan en la Tabla 3. Para este propoésito se

realizé un ANOVA para determinar la significancia de los resultados encontrados para el cual se obtuvo valor
p < 0.05 que indica una alta significancia.
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Tabla 3. Efecto de diferentes parametros en el rendimiento de extraccion de pectina de pulpa de café

Rendimiento de

Ensayo Temperatura—T (°C) Tiempo - t (min) extraccion (%)
1: T25t30 25 - Ambiente 30 2.08 +0.241
2: T25t60 25 - Ambiente 60 2.37 £0.43%
3: T25t90 25 - Ambiente 90 2.40 £ 0.07°«
4: T50t30 50 30 223+1.2¢
5: T50t60 50 60 4.35 + 0.29*
6: T50t90 50 90 457 +1.01°

7: T100t30 100 30 3.94 +0.68
8: T100t60 100 60 4.19 + 0.04°«
9: T100t90 100 90 6.95+0.78°

Las letras en superindice (a,b,c,d) indican una diferencia significativa (p < 0,05) dentro de la misma columna

En referencia a los resultados, se encontré que los mejores parametros de extraccion de pectina fueron los
considerados en el ensayo 9: T100t90 (Temperatura - 100 °C y tiempo — 90 min) con un rendimiento de
extraccion de 6.95 + 0.78 %. Por su parte, se hallo que los efectos individuales de los factores temperatura y
tiempo fueron significativos (p < 0.05) influenciando positivamente la extraccion de pectina de pulpa de café,
donde ademas la relacion entre estos factores correspondi6 a una correlacion positiva.

Esto se evidencio en que hubo una tendencia a un mayor rendimiento de extraccion a temperaturas mas altas,
lo que se corroboro estadisticamente dado que la temperatura tuvo el efecto mas significativo estadisticamente
en el rendimiento de extraccion (p << 0.05). Este resultado se atribuye a que una mayor temperatura permite
romper con mas facilidad la pared de las células vegetales y por tanto permite que para el acido de extraccién
sea mas sencillo recuperar la pectina [49], aunque este resultado también es atribuido parcialmente al tiempo
[50]. En términos moleculares, a raiz de que la pectina consiste en un complejo heteropolisacarido compuesto
de mondmeros de &cido D-galacturénico que estan enlazados mediante enlaces glucosidicos a (1—4), se estima
que durante la hidrolisis estos enlaces de polimeros mas grandes, especialmente derivados de la protopectina
(componente de la pared celular), se rompen con mayor facilidad a temperaturas altas formando polimeros mas
pequefios para los que su solubilidad en agua es mayor, lo que facilita la extraccion de pectina y por tanto
generar rendimientos de extraccion mayores [12], [51].

El valor maximo encontrado para el rendimiento de extraccion segun la metodologia desarrollada (6.95 + 0.78
%) fue mayor a los reportados para la pulpa de café Coffea Arabica (6.14 £ 0.18 %) [52], también para el polvo
de papaya (2.6 %) [53] y para las cascaras de banano (2.18%) [54], aunque fue considerablemente menor que
para la cascara de sandia (18.1 %) [55], para la cascara de cacao (9.0 %) [56] y para el bagazo de manzana (16.8
%) [57]. Estas diferencias se atribuyen a que el rendimiento de la extraccion de pectina se modula en gran
medida por la composicion quimica y las caracteristicas estructurales de la fuente vegetal [24], en donde el
bagazo de manzana y residuos de citricos destacan, siendo incluso la fuente mas comun para la produccion de
pectina comercial [21]. De igual manera, la calidad de la pectina y el rendimiento recae en gran medida sobre
el método de extraccién [24], donde el ultrasonido tiene una eficiencia muy reducida con respecto a otros
métodos como la extraccién con solventes y la extraccion asistida con microondas [58].

En lo que respecta a la extraccion a partir de solventes, se ha encontrado que un incremento en el rendimiento
esta estrechamente relacionado con mayores valores de temperatura y tiempo, hasta un limite de 100 °C y 80
min respectivamente donde no hay diferencias significativas en la eficiencia final de la extraccién [57]. Por otra
parte, [28] estudio el efecto de la relacién sélido — liquido encontrando que la relacién 6ptima se encuentra en
valores entre 1:20 y 1:25 (p/v) y concluyendo que una menor relacién sélido — liquido hace dificil la separacién
de la pectina de la mezcla durante la extraccion y ademéas disminuye el contacto entre la pulpa de café y el
solvente, lo que desencadena en una reduccion de la difusion del &cido en la estructura del residuo. Este asunto
ratifica el hecho de que el rendimiento 6ptimo de extraccidn de pectina a partir de pulpa de café de la variedad
Avrabica reportado por [59] fue mayor (13.7 + 0.15 %) que el reportado en esta investigacion (6.95 + 0.78 %),
dado que la relacion solido — liquido también fue mayor; especificamente de 1:20 (p/v) frente a 1:5 (p/v). Sin
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embargo, en este estudio se pudo reducir el uso de solucién de extraccidn, lo que implica un ahorro y también
un menor impacto ambiental.

Desde otra perspectiva, mediante el estudio realizado por [60] se encontrd que el efecto del pH sobre el
rendimiento es significativo, maximizandolo cuando el pH fue de 2.0, que fue el valor empleado en esta
investigacién. Este efecto se atribuye a que valores bajos de pH promueven la disrupcidn acelerada de los
enlaces de hidrogeno y enlaces glucosidicos entre la pectina y la pared celular, aumentando consigo la velocidad
difusion de la pectina y por tanto la extraccion, que, en combinacién con un valor adecuado en la relacion solido
— liquido garantiza una mayor transferencia de masa a raiz de la saturacion de la solucién de extraccion con
iones H*. Esto se combina con el hecho de que en el estudio realizado por [28] el mayor rendimiento de
extraccion se logré a partir de H,SO4 (12.7%), que es un acido que, al compararlo con otros de origen mineral
(tales HCI y HNO3), posee una mayor carga de iones H* por su naturaleza diprética.

Aun asi, a pesar de que la eficiencia de los acidos minerales es superior, resulta esencial, en el contexto en el
que la pectina se vaya a adoptar como reemplazo a los derivados de petroquimicos para los empaques, adoptar
técnicas en las que se garantice una extraccion dptima y sostenible para promover una economia circular [24].
Es por esto por lo que se recomienda, extender el disefio de experimentos a la evaluacion de acidos de extraccion
de fuentes verdes en donde se consideren diferentes relaciones solido — liquido (tales como 1:10, 1:20 y 1:25
(m/v)).

3.3. Caracterizacion de la pectina extraida de pulpa de café
Para el tratamiento elegido (9: T100t90 - 100 °C y 90 min) se caracteriz6 la pectina respecto a sus
propiedades quimicas, como grado de metoxilacién, grado de esterificacion, peso equivalente y contenido de

acidos anhidrodronicos (Tabla 4).

Tabla 4. Caracterizacion quimica de la pectina obtenida a partir de pulpa de café

Prueba Resultados
Peso equivalente (g/mol)  1458.3 £ 116.0
% R — OCHjs (%) 52+04
DE (%) 59+3.1
AUA (%) 49.7+£2.3

Las pectinas se pueden clasificar a partir de su contenido de metoxilo como de alto (HMP) o de bajo metoxilo
(LMP). Puntualmente, las pectinas HMP deben tener un grado de metoxilacion (% R — OCHs) de al menos 6.70
% [34]. Ademas, respecto al grado de esterificacion (DE), estas deben tener un valor superior al 50 % [61]. Para
la pectina de pulpa de café obtenida se encontré un grado de metoxilacién de 5.2 + 0.4 % que indica que es de
bajo metoxilo (LMP). No obstante, se encontré que esta tiene un grado de esterificacién (DE) de 59 £ 3.1 % lo
que no permite concluir respecto a su clasificacion dado que este valor es mayor a 50%. En la literatura se han
reportado diferentes valores para el grado de metoxilacion (% R — OCHa) y para el grado de esterificaciéon (DE)
de la pectina extraida a partir de pulpa de café. Por su parte, [49] encontré valores de 7.52 £ 0.19 % y 61.24 +
0.91 % para % R — OCHjs y DE respectivamente, mientras que [28] encontro valores de 7.13 % Yy 65.5%, por lo
que ambos concluyeron que la pectina extraida (con H.SO4 0.1 M) de pulpa de café del género Coffea arabica
es HMP. A este respecto, [50] reporta que la pectina extraida a partir de mucilago de café es HMP, sin embargo,
los pardmetros de extraccion influyen significativamente en el valor final de % R — OCHs, donde la relacion
solido — liquido es la que mayor efecto tiene en su respuesta. Dicho autor investigé el efecto de la relacion
solido — liquido en la extraccion de pectina a partir de pulpa de café y encontré el % R — OCHs mas bajo cuando
esta fue de 1:5 (m/v), lo que sugiere que este pardmetro modul6 el bajo grado de metoxilacion encontrado para
la pectina extraida en esta investigacion. Bajo este respecto, en la literatura se ha reportado que existe una
correlacién positiva entre el grado de metoxilacion y pH alto en conjunto con una mayor relacién sélido —
liquido, que se complementa ademds con temperaturas bajas y tiempos cortos, y que se argumenta en virtud de
que condiciones severas provocan una desesterificacion de las cadenas de &cidos poligalacturénicos [62], [63].
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En linea con esto, [34] encontro valores de 6.21 + 0.0 para % R — OCHs;y de 84.9 + 1.7 % para DE que no le
permitieron concluir frente a la clasificacion de la pectina extraida a partir de mucilago de café. A raiz de ello,
realizd espectroscopia Raman que, dado que dicha pectina reportd una banda a 1751 cm que no esta presente
en LMP, le permitieron concluir que la pectina extraida fue HMP y que se complementd con sus posteriores
hallazgos dado que dicha pectina logré formar peliculas. Es por esto por lo que, para complementar los
resultados obtenidos y proponer una clasificacion de la pectina obtenida, se recomienda realizar espectroscopia
Raman en futuras investigaciones.

Por otra parte, el valor para el porcentaje de acidos anhidrodronicos (AUA) fue de 49.7 + 2.3 % y gracias a que
es menor a 65% no es recomendado para ser usado como aditivo para aplicaciones farmacéuticas a raiz de que
este valor sugiere una presencia significativa de impurezas [64], [65] Aun asi, es de destacar que, al igual que
para el % R — OCHj, en esta propiedad influye significativamente los parametros de extraccion. En la literatura,
se ha reportado que existe una correlacion positiva entre el tiempo, la relacion solido — liquido y el contenido
de AUA que se explica en virtud de que tiempos prolongados favorecen la transferencia de masa, mientras que
una mayor relacion sélido — liquido aumenta la solubilidad de la pectina en el acido de extraccién [66], [67].
Sin embargo, es destacable que al considerar la temperaturas altas en conjunto con grandes relaciones sélido —
liquido, se ha encontrado, para el caso puntual del bagazo de manzana, una disminucion en el contenido de
AUA presente en la pectina extraida que se atribuye a una dilucion excesiva que conlleva a una degradacién
parcial de las moléculas mas pequefias de acido urénico que podrian no precipitarse [68]. En este sentido, para
aumentar el contenido de AUA y por tanto disminuir las impurezas presenten en la pectina extraida a partir de
pulpa de café, se recomienda explorar tiempos mas prologados en conjunto con mayores relaciones solido —
liquido, evitando considerar temperaturas mas altas, cuya respuesta se podria evaluar a partir de un disefio de
experimentos que considere las propiedades quimicas resultantes como variables de respuesta.

Por ultimo, el peso equivalente hallado fue de 1458.3 + 116.0 g/mol, que es cercano a lo reportado por [34] y
[28] para pectina de pulpa de Coffea Arabica y que se explica en virtud de que esta propiedad es dependiente
del tipo de residuo empleado en la extraccion [59].

3.4. Preparacion de biopeliculas de pectina a partir de biomasa residual de café
3.4.1. Ensayos preliminares con biopeliculas de pectina producidas a partir de diferentes plastificantes

Los resultados de los ensayos preliminares (Tabla 1) se reportan en la Tabla 5. Se encontrd que el tipo de
plastificante posee un efecto significativo (p < 0.05) en las propiedades mecanicas de las peliculas de pectina
resultantes, donde la mejor respuesta tanto en resistencia a la traccion (1.79 + 0.21 MPa) como en el % de
elongacion (13.96 + 2.69 %) se logrd con sorbitol. A raiz de que plastificantes con menores masas molares
facilitan las interacciones moleculares de tipo plastificante - polimero, a estos se les atribuye un efecto mayor
en la plastificacion que se relaciona con un aumento de elongacién derivado precisamente de que los enlaces
intermoleculares pectina — pectina son reemplazados por enlaces de hidrégeno (interaccion plastificante —
pectina) que reducen la rigidez de la matriz y promueven la flexibilidad de las peliculas al permitir una mayor
movilidad de las cadenas moleculares [25]. En linea con esto, en la literatura se reporta que los termoplasticos
plastificados con glicerol (92.09 g/mol) son generalmente mas fragiles y mas flexibles que los usan sorbitol
(182.17g/mol) [69], ademés de que las peliculas plastificadas con PEG (m, ~ 5800 en promedio) en grandes
concentraciones (> 40%) pueden provocar una separacion de fases que supone como consecuencia un menor
% de elongacién [25], lo que explica los resultados frente a la resistencia a la traccion y el % de elongacion,
donde, con respecto al sorbitol, no se encontraron diferencias significativas con el PEG (1.55 + 0.15 MPa) ni el
glicerol (13.30 + 1.36 %).
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Tabla 5. Resultados de pruebas mecénicas para ensayos preliminares con peliculas de pectina

(% con respecto a

Resistencia a la

Plastificante (%) Pectina I:,Ipe(_:ti_na) traccion (MPa) (%) Elongacion
astificante
Glicerol 35 30 1.09 +£0.11° 13.30 + 1.36%®
Sorbitol 35 30 1.79+£0.212 13.96+ 2.69?
PEG 3.5 30 1.55+0.15% 9.2+2.61°

Las letras en superindice (a,b) indican una diferencia significativa (p < 0,05) dentro de la misma columna

Los resultados encontrados son congruentes con lo reportado por [70], donde peliculas de pectina formadas a
partir de sorbitol como plastificante exhibieron mayores resistencias a la traccion (49.94 + 0.37 MPa) que
aquellas que se produjeron con glicerol (9.59 + 0.13 MPa), escenario que se replicd para el % de elongacion
(17.98 + 1.44 % frente a 14.46 + 0.22 %). Asimismo, [71] reporté mayores valores para la resistencia a la
traccion de peliculas de pectina producidas a partir de PEG de diferentes masas molares (200, 300, 400, 600,
1000) que las encontradas para el glicerol a las mismas concentraciones, aunque, el % de elongacion fue mayor
para el glicerol respecto a aquellas formulaciones con PEG de mayor masa molar (m, ~ 400, 600, 1000), lo que
se atribuy6 a que el glicerol actué como un plastificante interno, para el que su efecto en el % de elongacion es
mas eficiente [72], mientras que el PEG lo hizo como un plastificante externo. Adicionalmente, es de destacar
que el sorbitol posee una menor permeabilidad al vapor de agua frente al glicerol en virtud de su naturaleza
menos higroscépica [73], ademas de que las peliculas producidas a partir de este plastificante son menos
solubles en agua y ademas tienen un menor contenido de humedad [70], parametros que son deseables en
empaques ya que aportan una mayor estabilidad al material.

Es por esto por lo que, a partir de los resultados preliminares y el andlisis realizado, se concluyé que el
plastificante a emplear en el siguiente disefio de experimentos en términos de la respuesta obtenida para las
propiedades mecanicas seria el sorbitol.

3.4.2. Evaluacion del efecto de diferentes proporciones de pectina y plastificante en las propiedades
mecanicas de biopeliculas de pectina producidas a partir de biomasa residual de café

Posterior a la seleccidn del plastificante, se realiz6 el disefio de experimentos cuya region experimental se
describié en la Figura 7. Dicho disefio de experimentos tuvo como objetivo determinar el efecto de diferentes
proporciones de pectina y plastificante en las propiedades mecanicas finales de las biopeliculas y los resultados
se reportan en la Tabla 6.

Tabla 6. Evaluacion del (%) pectina (P) y (% con respecto a pectina) plastificante (p) en la resistencia a la
traccion y el % de elongacién de las biopeliculas

% con respecto a . .
( P Resistencia a la

Ensayo (%) Pectina pe(?ti_na) traccion (MPa) (%) Elongacién
Plastificante

1: P35p40 3.5 40 1.23+0,15° 14.93 + 2,89°«
2: P35p20 3.5 20 1.37 £0,17% 7,94 +1,84°
3: P5p30 5 30 2.00 +0,32%¢ 14.91 + 4,13~
4: P2p20 2 20 1.84 +0.26"« 9.11+1.81%
5:P2p40 2 40 1.53 +0.20%¢ 12.86 + 2.55%%
6: P2p30 2 30 1.16 £ 0.34° 9.86 + 3.00%
7: P5p40 5 40 2.28+0.33% 22.75+ 3.29%
8: P35p30 3.5 30 1.91+0.37% 17.13 +5.78%¢
9:P35p30 3.5 30 1.91+0.37% 17.13 +5.78%¢
10: P5p20 5 20 2.62 +0.28° 20.53 + 3.99%

Las letras en superindice (a,b,c,d,e) indican una diferencia significativa (p < 0,05) dentro de la misma columna
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En referencia a los resultados, se determind su significancia (p < 0.05) mediante ANOVA, encontrando que los
efectos individuales de los factores pectina (%) y plastificante (% en referencia a la pectina) fueron
significativos (p < 0.05) y ademé&s también lo fue su interaccion. Es importante resaltar que el efecto méas
significativo (p << 0.05) correspondi6 al (%) de pectina, tanto para la respuesta obtenida en la resistencia a la
traccion como para la que se obtuvo en el % de elongacion. Se evidencio una tendencia hacia una mayor
resistencia a la traccion y un mayor % de elongacion a medida que aumento el (%) de pectina, lo que se explica
gracias a que las propiedades mecénicas estan intimamente relacionadas a la microestructura de la red de la
peliculay a las fuerzas moleculares, que, para la region experimental trabajada, son potencialmente mayores en
el nivel mas alto de pectina (5 %) [74]. Sin embargo, es destacable que, a pesar de que una mayor proporcion
de pectina aumenta la densidad de la red polimérica, concentraciones elevadas pueden generar un
sobreentrelazamiento de cadenas que reduce la movilidad molecular y limita la capacidad de redistribucion de
tensiones de baja carga aumentando la fragilidad de las peliculas resultantes [75]. Este asunto se combina con
el hecho de que a concentraciones relativamente altas la viscosidad resultante de la solucion a partir de la cual
se forman las peliculas incrementa significativamente [76], dificultando un secado homogéneo y provocando
potenciales gradientes de tension interna que pueden desencadenar en peliculas con heterogeneidades
estructurales que reducen su integridad mecénica global [77].

Los ensayos con la mayor respuesta en términos de la resistencia a la traccion se atribuyeron al ensayo 10:
P5p20y 7: P5p40 que obtuvieron valores de 2.62 +0.28 MPay 2.28 + 0.33 MPa respectivamente. La diferencia
entre ambos ensayos radicd en el % de plastificante usado, donde el ensayo 10: P5p20 que obtuvo la mayor
respuesta usé la menor cantidad de plastificante entre ambos. Esto puede deberse a que para esta formulacién
es dominante la interaccion entre enlaces de hidrogeno producidos por la interaccién intermolecular pectina —
pectina frente a las interacciones entre pectina — plastificante lo que da resultado una estructura rigida [25]. Los
resultandos hallados son congruentes con lo reportado en la literatura donde se estima que para peliculas
producidas a partir de pectina hay un disminucién en la resistencia a la tension al aumentar la concentracion del
plastificante en la formulacién [18].

Asimismo, en los resultados hallados para el % de elongacién se encontrd que la mayor respuesta se atribuyé a
los ensayos 7: P5p40 (22.75 + 3.29 %) y 10: P5p20 (20.53 + 3.99 %) respectivamente, donde el tratamiento que
tuvo la mayor respuesta correspondié al que en su formulacion tuvo la mayor proporcion de plastificante entre
ambos (7: P5p40). Estos resultados se argumentan dado que la funcion del agente plastificante consiste en la
disminucion de los enlaces intermoleculares entre matrices poliméricas (pectina — pectina) al sustituirlos por la
interaccion de enlaces hidrégeno entre el plastificante y la pectina que promueven la flexibilidad de las peliculas
al facilitar la movilidad de las cadenas, cuyo efecto aumenta con proporciones mas grandes de plastificante
[25].

En coherencia con los resultados reportados, [25] encontré un aumento en el porcentaje de elongacion de
21.52% a 22.31% al variar la concentracion de sorbitol de 20% a 40% en peliculas de pectina (LMP), mientras
que, respecto a la resistencia a la traccién, hall6 una disminucion pequefia que no fue significativa (p > 0.05).
De igual modo, [52] encontr6 para peliculas de pectina extraidas a partir de pulpa de café valores de 2.3 + 0.6
MPay 13.0 £ 7.9 % para la resistencia a la traccién y el % de elongacion respectivamente, que son cercanos a
hallados en la investigacion a pesar de que empled glicerol (20 %), Tween 20 (10%) y ademas celulosa
bacteriana. No obstante, se encontraron diferencias para las propiedades mecénicas reportadas por [23] donde
para peliculas producidas a partir de pectina extraida de cascara de pomelo rojo en una concentracién de 5% se
encontré una resistencia a la traccién de 9.65 + 0.19 MPa y un % de elongacién de 7.15 + 0.12 %. Sin embargo,
estas diferencias se atribuyen a cambios en el método de preparacion, ademas del tipo de pectina que puede
variar segun la fuente vegetal y al grosor final de las peliculas obtenidas [18].

Es destacable que las peliculas obtenidas, en referencia a las propiedades mecénicas, poseen valores menores
que los de los plasticos derivados del petréleo, usados en el empaque de alimentos (e.g polietileno de baja
densidad con valores de resistencia a la traccion de 10 — 12 MPa y % de elongacién de 200 — 500%) [22]. Para
solventar este escenario, que es recurrente en el desarrollo de biopolimeros, en la literatura se ha propuesto el
desarrollo de materiales compuestos a partir de mezclas con otros biopolimeros, en donde, respecto a la pectina,
se ha recomendado el uso de quitosano [72]. Asimismo, se ha recomendado el uso de rellenos de refuerzo como
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nanomateriales de carbono, celulosa, entre otros, para mejorar su resistencia a la traccion [72]. Respecto a este
escenario, [78] produjo peliculas con pectina (HMP) y Zeolita Y con potencial aplicacion para empaques de
alimentos para las que alcanz6 una resistencia a la traccién de hasta 68 + 3 MPa. La optimizacion de las
propiedades mecénicas en peliculas producidas a partir de pectina resulta interesante a razén de que a diferencia
de otros biopléasticos (tales como PLA o PBS) las peliculas de pectina tienen una alta biodegradabilidad en
condiciones ambientales comunes, ademas de que son versatiles a diferentes procesos de degradacién lo que
les permite usarse en procesos de digestion anaerdbica [72]. En linea con esto, se propone para futuras
investigaciones estudiar la incorporacion de nanoparticulas o rellenos de refuerzo para potenciar los resultados
mecanicos de los mejores tratamientos estudiados (10:P5p20 y 7:P5p40).

Por otro lado, dado que los resultados hallados para los tratamientos 10:P5p20 y 7:P5p40 permitieron validar
la formacion de biopeliculas de pectina a partir de pulpa de café Coffea Arabica (variedad Caturra Chiroso) y
tuvieron las mejores respuestas respecto a las propiedades mecanicas en el disefio experimental, se emplearon
para realizar su caracterizacion fisicoquimica.

3.5. Caracterizacion de las biopeliculas de pectina seleccionadas
3.5.1. Opacidad y resistencia a los rayos UV
El espectro de UV-visible obtenido para las peliculas seleccionadas se grafic6 en la Figura 10. En esta es

posible observar que el tratamiento 7:P5p40 tuvo una transmitancia de 16.57 %, mientras que para el tratamiento
10: P5p20 fue de 15.61%.
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Figura 10. Transmitancia de peliculas de pectina de pulpa de Coffea arabica (variedad Caturra Chiroso) en el
espectro UV-Visible

Por otra parte, los resultados encontrados para la opacidad se presentan en la Tabla 7. Se encontré una mayor
opacidad en las peliculas producidas para el tratamiento 10:P5p20 (6.40 + 0.14), sin embargo, no hubo
diferencias significativas (p > 0.05) al compararlo con el tratamiento 7:P5p40 (6.16 + 0.11). Este efecto se
atribuye a que la transparencia de las peliculas de pectina se modula a partir de su concentracion, donde mayores
concentraciones suponen una red polimérica més densa que les permite dispersar en mayor proporcion la luz
[79]. Las pequefias diferencias encontradas, a pesar de no ser significativas (p > 0.05), se vinculan con el hecho
de que parametros como la microestructura, los componentes y la composicion del polimero resultante que
modulan la transparencia final de las peliculas [80], no cambiaron significativamente dado que la Unica
diferencia entre ambos tratamientos corresponde al % de plastificante.
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Tabla 7. Opacidad asociada a las peliculas de pectina seleccionadas

Tratamiento Opacidad
7: P5p40 6.16 £ 0.11°
10:P5p20 6.40 £ 0.14°

Las letras en superindice (a) indican una diferencia significativa (p < 0,05) dentro de la misma columna

En la literatura se destaca que, en lo que respecta a las propiedades asociadas a los empaques de alimentos, la
barrera frente a rayos UV es un factor representativo para garantizar la calidad de estos gracias a que la luz UV
puede generar efectos negativos como la oxidacién de lipidos y la pérdida de nutrientes [41]. Bajo esa
perspectiva, se establece que las peliculas producidas poseen propiedades Gpticas de interés que viabilizan su
aplicacion en empaques de alimentos. Sin embargo, dado que el color es un factor clave en la aceptacion de los
consumidores [41], se propone evaluar esta propiedad en futuras investigaciones.

3.5.2. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de las peliculas seleccionadas se evallo a partir de sus fenoles totales y su
capacidad de eliminacién del radical ABTS (Tabla 8).

Tabla 8. Actividad antioxidante de peliculas de pectina producidas a partir de pulpa de café

Tratamiento Capacidad de eliminacion del Fenoles totales (mg GAE/g
radical ABTS (%) pelicula)
7: P5p40 10.9 +0.34° 8.06 + 1.50?
10:P5p20 17.7+2.22 8.49+2.11°

Las letras en superindice (a,b) indican una diferencia significativa (p < 0,05) dentro de la misma columna

Ambas peliculas tuvieron una capacidad de eliminacion del radical ABTS, lo que demuestra su actividad
antioxidante. La mayor respuesta se obtuvo para el tratamiento 10: P5p20 (17.7 + 2.2 %) que se atribuye a una
mayor disponibilidad de los compuestos antioxidantes en la pelicula en virtud de una menor concentracién de
plastificante. No obstante, no hubo diferencias significativas (p > 0.05) en la cantidad de fenoles totales entre
ambas peliculas, donde un valor ligeramente mayor se obtuvo para 10: P5p20 (8.49 + 2.112 mg GAE/g pelicula).

Los procesos de oxidacién provocan la degradacién de proteinas, lipidos y pigmentos presentes en los
alimentos, lo que disminuye su calidad y acorta su vida Gtil [81]. A raiz de que los antioxidantes permiten
retardar estos efectos nocivos, se ha considerado ampliamente su uso en empaques y, dado que el uso extensivo
de antioxidantes sintéticos (e.g butilhidroxianisol, dibutilhidroxitolueno, galato de propilo vy
terbutilhidroquinona) como aditivos de alimentos puede conducir potencialmente a problemas de salud como
malformaciones o cancer, se ha propuesto el uso de antioxidantes extraidos naturalmente que ademas de ser
mas seguros son sostenibles [82]. Por su parte, [81] estudié el desempefio antioxidante de peliculas preparadas
a partir de polisacarido de soja soluble (SPSS) y extracto de cascara de pomelo (PPE) y encontré una capacidad
de eliminacién del radical ABTS de 9.66 + 0.441 hasta 91.68 + 0.132 % al aumentar la concentracion de PPE
desde 0.00 hasta 0.07g/g SPSS, cuyo desempefio es cercano a lo obtenido en el presente estudio (17.7 +2.2) a
concentraciones bajas de SPSS. Adicionalmente, este autor estudi6 la aplicacién de dichas peliculas como
empaque de manteca de cerdo y encontré una reduccion en la oxidacion de este alimento que significd un
aumento de 4.75 a 25 dias en su vida Util, lo que sugiere el gran potencial que tienen los antioxidantes de fuentes
naturales en empaques de alimentos.

Asimismo, en relacion con lo reportado en la literatura, se hallaron resultados similares a [20] donde se evalud
la actividad antioxidante de peliculas producidas a partir de pectina extraida de cascara de mandarina y se
encontrd una eliminacion de radicales ABTS de 8.32 + 1.36 % atribuida Unicamente a la pectina, cuya actividad
antioxidante estuvo estrechamente asociada con la cantidad de fenoles totales presente en las peliculas (5 mg
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GAE/g pelicula). Ademas, al considerar la adicidn de 1.4% de extracto de hoja de salvia (SLE), la capacidad
de eliminacion de radicales ABTS aument6 hasta 73.66 + 0.89 %. Es por esto por lo que, a pesar de la actividad
antioxidante evidenciada en las biopeliculas obtenidas, se recomienda investigar la incorporacion de extractos
naturales (e.g SLE) si se requiere una alta actividad en aplicaciones especificas, ya que se ha encontrado que
estos compuestos afectan las propiedades mecanicas resultantes.

Por otra parte, se midi6 la eficacia de la pectina extraida para eliminar radicales ABTS a diferentes
concentraciones, comparandola con la actividad de la vitamina C (Figura 11), encontrandose que la pectina
elimina radicales ABTS, pero con valores inferiores a los alcanzados con &cido L-ascdrbico. Aunque la
literatura reporta actividad antioxidante para la pulpa de café secada bajo condiciones controladas (70 °C en
horno, alcanzando 10.90 + 0.63 mg Trolox/g de pulpa seca), es notable que los métodos de secado que exponen
la biomasa al sol y, por tanto, a los rayos UV, favorecen la degradacion de los compuestos sensibles
responsables de dicha actividad antioxidante [14]. Del mismo modo, es de destacar que estos compuestos son
termolabiles, por lo que temperaturas elevadas (desde 120 °C) también favorecen su degradacion [83]. En
consecuencia, para futuras investigaciones se propone evitar el secado al sol y también a altas temperaturas si
se desea maximizar la actividad antioxidante natural de la pulpa de café.

Figura 11. Capacidad de eliminacién del radical ABTS (%)
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3.5.3. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las micrografias SEM para las peliculas seleccionadas se muestran en la Figura 12. El tratamiento 7:P5p40
presenté una morfologia homogénea, con fragmentos planos y con una estructura laminar y escamosa sin
cavidades que sugiere una buena compatibilidad entre los componentes de la matriz. Por otra parte, para el
tratamiento 10:P5p20 se encontré una superficie con fragmentos mas dispersos, acompafiados de una menor
uniformidad y con una estructura menos continua, aunque también homogénea y sin cavidades. Dichas
diferencias se atribuyen a una menor plastificacion provocadas por el menor % de plastificante asociado al
tratamiento 10: P5p20.

Por otra parte, para la seccion transversal del tratamiento 7:P5p40 se observé un grosor compacto, con fases
ligeramente porosas atribuibles a una integracidn adecuada entre los diferentes componentes presentes en las
peliculas sin evidenciar la formacion de grietas, mientras que para 10:P5p20 se evidenci6 una menor porosidad
aparente, con una superficie méas densa, continua y con la presencia de ligeras grietas espaciadas a lo largo de
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la seccidn transversal. A raiz de que una superficie uniforme y homogénea es deseada en la produccion de
peliculas, precisamente porque dicha conformacion contribuye a una mejora en la resistencia mecénicay en las
propiedades de barrera de las peliculas formadas [84], se establece que el mejor tratamiento en términos de la
morfologia estructural fue 7:P5p40. Frente a esto es de destacar que segun la literatura una estructura mas
compacta en la conformacion de la matriz de las peliculas desencadena un menor permeabilidad de vapor,
ademas de una menor solubilidad de las peliculas; caracteristicas deseables en empaques [85].
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Figura 12. Micrografia superficial para las peliculas a) 7:P5p40 b) 10:P5p20 y transversal para c) 7:P5p40 y d)
7:P5p20

3.5.4. Permeabilidad al vapor de agua (WVP)

Los resultados de permeabilidad al vapor de agua (WVP) de las peliculas seleccionadas (Tabla 9) no
presentan diferencias significativas (p > 0.05) , algo que se atribuye a que los parametros de ambos tratamientos
son muy similares, a excepcion del % de plastificante. Sin embargo, en funcién con lo que se preciso en el
SEM, el tratamiento 7:P5p40 exhibe ligeramente un menor WVP que se argumenta gracias a que su estructura
es mas homogénea y carece de grietas en la seccion transversal. Del mismo modo, los resultados para la tasa de
transmisién de vapor de agua (WVTR) no presentaron diferencias significativas (p > 0.05) entre las biopeliculas
evaluadas, en donde el tratamiento 7: P5p40 (43.60 + 2.17 g/h m?) tuvo un WVTR levemente menor a 10:
P5p20 (46.02 + 1.42 g/h m?), lo cual se relaciona estrechamente con los resultados obtenidos para WVP dado
que una menor tasa de transmision de vapor de agua supone una menor permeabilidad al agua.
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Tabla 9. Permeabilidad al vapor de agua encontrada para las peliculas de pectina producidas a partir de pulpa
de Coffea arabica

. g 10 K8 )
Tratamiento WVTR (—h mz) WVP <>< 10 “msPa
7: P5p40 43.60£2.172 5.44 +0.272
10:P5p20 46.02 £1.422 5.64 +0.172

Las letras en superindice (a) indican una diferencia significativa (p < 0,05) dentro de la misma columna

Los resultados hallados son cercanos a los reportados por [80] donde para peliculas producidas con 5% de
pectina y glicerol el WVP fue de 1.16 +£0.06 (x 10~ kg/ m s Pa). Asimismo, son cercanos a lo reportado por
[86] que desarroll6 peliculas a partir de pectina HMP y obtuvo un WVP de 5.12 (x 10~1'kg/ m s Pa). Por su
parte, [70] hallé valores para WVP de 4.02 + 0.00 (x 1071° kg/ m s Pa) para peliculas de pectina plastificadas
con sorbitol, haciendo hincapié en que las peliculas producidas a partir de sorbitol poseen una mayor barrera al
vapor de agua frente a las producidas con glicerol debido a su menor naturaleza higroscdpica.

En linea con ello, [87] destaca que una baja WVP es fundamental para el desempefio de los empaques activos,
ya que minimiza el intercambio de humedad y, de esta forma, preserva la calidad y la vida (til del alimento. Por
otro lado, cabe destacar que un WVP bajo también es fundamental para produccién de biopeliculas comestibles
cuya aplicacién es especialmente interesante para la conservacién de alimentos frescos [79]. Particularmente
algunos bioplasticos estandar tales como el acido polilactico (PLA) y el polihidroxialcanoatos (PHA), usados
para fabricar empaques, dispositivos médicos y otros productos, tienen un WVP de alrededor de 1 — 3 (X
10711 g/ m s Pa) [88], cuyo valor es menor al obtenido en el presente estudio. Para disminuir el valor obtenido
de WVP en peliculas obtenidas a partir de pectina, [89] incorpord nanofibra de celulosa (CNF) logrando valores
de WVP de 4 — 6 (x 1071° g/ m s Pa) que son cercanos a los que poseen el PLA y el PHA. A pesar de que el
valor obtenido de WVP para las biopeliculas producidas en esta investigacién es mas grande que el reportado
para bioplasticos estandar, se recomienda su uso para la conservacion de alimentos frescos, aunque se sugiere
minimizar su respuesta para incrementar su potencial en diferentes aplicaciones [88].

Es por esto por lo que, en concordancia con lo reportado, los resultados encontrados (5.44 + 0.27 x 1071 kg/
m s Pa) sugieren que las peliculas desarrolladas poseen un WVP adecuado que las posiciona como candidatas
prometedoras para aplicaciones en empaques de alimentos, especialmente para alimentos frescos.

4, Conclusiones

En este trabajo se demostré que la pulpa residual de café (Coffea arabica variedad Caturra Chiroso)
constituye una fuente viable de pectina para la produccidn de biopeliculas. El proceso de extraccién en medio
acido (H2S04 0.1 M) permiti6 obtener una pectina con un rendimiento maximo de 6.95 +0.78 % (100 °C y 90
min), lo que evidencia la factibilidad técnica de valorizar este residuo agroindustrial. La caracterizacion quimica
de la pectina revel6 un grado de esterificacion (% DE) de 59 + 3.1 %, un grado de metoxilacion (% R — OCHa)
de 5.2 £ 0.4 % y un contenido de acidos anhidrourdnicos (AUA) de 49.7 + 2.3 %, propiedades que, en conjunto,
permiten confirmar su idoneidad para formar redes gelificantes y, consecuentemente, peliculas adecuadas para
aplicacidn potencial en empaques. Aun asi, dado que se obtuvo un % R — OCH3 menor a 6.7%, se sugiere
complementar los resultados obtenidos para futuras investigaciones realizando espectroscopia Raman con el
objetivo de precisar la clasificacién de la pectina obtenida en alto (HMP) o bajo contenido (LMP) de metoxilo.

La formulacion de biopeliculas mediante el método de solvent casting, utilizando concentraciones de pectina
de 2 a5 % y sorbitol como plastificante en rangos del 20 al 40 % (en relacidn con la pectina), generé materiales
con propiedades mecénicas destacables. En particular, la formulacién que emple6 5 % de pectina y 40 % de
sorbitol mostré los mejores resultados, obteniéndose una resistencia a la traccion de 2.28 + 0.33 MPa y un
porcentaje de elongacion de 22.75 + 3.29 %. Estos valores, aunque inferiores a los de algunos plasticos
derivados del petréleo, son competitivos cuando se consideran las ventajas ambientales inherentes de los
biopolimeros, tales como su alta biodegradabilidad y la versatilidad en procesos de degradacion, aspectos
cruciales en el marco de la sostenibilidad. Adicionalmente, las biopeliculas formadas presentaron una actividad
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antioxidante moderada (eliminacion de radicales ABTS de 17.7 £ 2.2 % y fenoles totales de 8.06 + 1.50 mg
GAE/g pelicula) y una permeabilidad al vapor de agua (WVP) de 5.44 + 0.27 (x 1071° kg/ m s Pa), valores
comparables a los reportados en estudios de biopolimeros similares, lo cual refuerza su potencial para empaques
al minimizar el intercambio de humedad y preservar la calidad de los alimentos. El andlisis morfolégico
mediante microscopia electronica de barrido (SEM) evidenci6 estructuras superficiales homogéneas y secciones
transversales compactas, sin cavidades ni grietas, lo que indica una buena compatibilidad entre los componentes
de la matriz. Adicionalmente, se encontré una opacidad de 6.16 + 0.11y una transmitancia de 16.57% en el
espectro UV-visible, propiedades que sugieren un buen desempefio como barrera frente a rayos UV y que son
de interés dado que esto permite mitigar efectos negativos como la oxidacion de lipidos y la pérdida de
nutrientes.

En sintesis, este trabajo valida el uso de la pulpa de café como materia prima para la obtencion de pectina y la
formulacion de biopeliculas, ofreciendo una estrategia innovadora para el manejo de residuos agricolas y la
produccion de materiales sostenibles con potencial aplicacién en empaques. No obstante, se sugiere que
investigaciones futuras se orienten a profundizar en la optimizacién de las propiedades mecanicas y funcionales
de las biopeliculas producidas, por ejemplo, mediante la incorporacién de nanomateriales o la combinacién con
otros biopolimeros. Tales mejoras podrian permitir desarrollar un bioplastico competitivo que pueda, de manera
efectiva, sustituir a los materiales convencionales derivados del petréleo, impulsando asi la economia circular
y favoreciendo una mayor sostenibilidad en la industria de empaques.
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