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RESUMEN

Actualmente hay una tendencia a darle valor agregado y un uso mas eficiente a los residuos
agroindustriales como la pulpa o broza de café, la cual tiene un alto contenido de antocianinas.
Ademas, los consumidores buscan productos saludables y funcionales, lo cual aumenta el
interés en fuentes de colorantes naturales.

El objetivo del estudio fue determinar el efecto del escaldado y del tipo de acido sobre las
antocianinas y el color del extracto de broza de café secado por aspersion o concentracion.

Broza de café escaldada y no escaldada fue sumergida durante 18 horas en seis diferentes
disoluciones de dos acido organicos (citrico y ascorbico) o mezcla de ellos a dos
concentraciones distintas: 1% m/v y 2% m/v. Fueron evaluados 12 tratamientos. La
disolucion utilizada para la extraccién se dividiéo en dos partes, una de ellas se sec6 por
aspersion y la otra se concentroé al vacio hasta alcanzar 55 °Brix. A cada producto se le midié
el color y el contenido de antocianinas.

Los pigmentos secos extraidos con ambos acidos a 1% presentaron una tonalidad mayor que
los concentrados. Los productos extraidos con acido citrico al 2% presentaron la tonalidad

menor (mas cercana al rojo), tanto para los concentrados como para los secados por
aspersion.

En general, los productos concentrados tuvieron un color mas oscuro y el mas oscuro de todos
fue el producto no escaldado, extraido con acido citrico al 2%.

Los productos secos tuvieron un mayor contenido de antocianinas que los concentrados, y los
productos escaldados, mayor a los productos no escaldados. La disolucién de acido citrico y la
mezcla de ambos acidos mantuvieron mas antocianinas que la disolucién de acido ascorbico.
Las disoluciones al 2% dieron mejores resultados que las disoluciones al 1%.

Los productos obtenidos a partir de la disolucién al 2% de acido citrico, tanto concentrados
como secados por aspersion, escaldados y no escaldados, se mantuvieron empacados en
bolsas plasticas transparentes a temperatura ambiente durante 28 dias. Cada dos dias,
durante las primeras dos semanas, y una vez por semana durante el resto del tiempo, se les
midid el indice de oscurecimiento, el color y el contenido de antocianinas.

Los productos concentrados presentaron una disminucién en la tonalidad, cambiando su
coloracién rojiza a violeta oscuro, mientras que los productos secos no presentaron cambios.

El contenido de antocianinas disminuy6 en todos los productos, sin embargo, la disminucién
se dio con mayor velocidad en los productos liquidos. Este mismo comportamiento se
presenté en el indice de oscurecimiento.



1. JUSTIFICACION

En la industria alimentaria el uso de colorantes sintéticos se ha visto cada vez mas
regulado debido a problemas de toxicidad y alergias en cierta parte de la poblacién, ademas
de la posibilidad de ser cancerigenos, segiin algunos estudios. Esto, sumado a la busqueda por
parte de los consumidores de productos sanos y funcionales, las tendencias de produccion con
menor dafio al medio ambiente y la oportunidad de crear nuevos mercados, ha aumentado el
interés por los colorantes de fuentes naturales. Otra ventaja que conlleva el uso de estos
pigmentos es que presentan menores restricciones en comparaciéon con los colorantes
sintéticos en paises como Estados Unidos y los miembros de la Unién Europea. Sin embargo,
existe la desventaja de la inestabilidad, pues los pigmentos naturales son sensibles a la luz,
temperatura, oxigeno, pH, entre otros (Boo et al., 2012; Cano, 2011; Cevallos y Cisneros, 2003;

Garzon, 2008; Downham y Collins, 2000; Parize et al., 2008).

Los pigmentos naturales pueden clasificarse en varios grupos dependiendo de su
estructura quimica. Principalmente se dividen en clorofilas, carotenoides, flavonoides,
xantonas, quinonas, derivados indigoides y pirimidinas sustituidas (Lock, 1997; Lépez, 2010;

Menéndez, 2008; Timberlake y Henry, 1986).

Dentro del grupo de los flavonoides se encuentran las antocianinas, compuestos de
interés para la presente investigacion. Las antocianinas son glucésidos de antocianidinas,
compuestos por dos anillos aromaticos; son hidrosolubles y ademas son responsables de la
gama de colores abarcando desde el rojo hasta el azul (segin el pH) en varias frutas, vegetales
y cereales, por ejemplo las uvas, bayas, col roja, manzanas, rabanos, tulipanes, rosas y
orquideas, entre otros. Inclusive, investigaciones recientes demuestran que la broza de café es
una fuente potencial de antocianinas para su uso como colorantes en alimentos (Ariza, 2011;

Castafieda-Ovando et al., 2009; Garzén, 2008; Leyva, 2009; Prata y Oliveira, 2006).

En Costa Rica, el café ha sido un importante motor para el desarrollo, como se refleja
en la produccién nacional de café correspondiente a la cosecha durante los afios 2011-2012, la
cual fue de 2 382 965 fanegas de fruto de café, lo que equivale a 602 890 145 kg (ICAFE,
2012); ademas, para el 2012, la exportacién de café representd el 3,6% de las exportaciones
totales de nuestro pais (COMEX, 2013). Del total de fruto de café, alrededor del 40%

corresponde a la broza, la cual se puede utilizar como fertilizante, alimento animal o abono,



sin embargo, en su mayoria, es desechada luego del proceso de beneficiado, generando
problemas de contaminacion ambiental (Kassu, 2010). Debido a esto, se buscan maneras para

utilizar dichos residuos.

Segiin Ariza (2011), al sumergir la broza en disoluciones de 4cido ascérbico o acido
citrico al 2%, se logra extraer y conservar las antocianinas y su capacidad de absorciéon de
radicales oxigeno (ORAC). Algunos autores hacen referencia que para la extraccién de las
antocianinas y/o prevencion del oscurecimiento de las mismas, se puede utilizar disoluciones
de acido citrico en un rango de 0,5 y 2%, incluso de disoluciones de etanol al 90% acidificado
a 0,03%; asi como el uso de acido ascorbico como antioxidante (Cano, 2011; Castafieda-
Ovando et al., 2009; Menéndez, 2008; Vargas, 2009).

En general, las antocianinas son compuestos labiles, su estabilidad depende de la
temperatura de almacenamiento, luz, oxigeno, estructura, pH y concentracién de las
antocianinas (Leyva, 2009; Wrolstad et al, 2005), es por esto que deben protegerse de dichos

factores con el fin de obtener un pigmento mas estable.

Ariza (2011) en el estudio sobre la obtencién de pigmentos con actividad antioxidante
a partir de la broza de café, no realizé estudios de estabilidad para determinar si el pigmento

obtenido a temperatura ambiente o expuesto al aire conserva el color rojo.

En esta investigacion se persigue ampliar las condiciones utilizadas en el estudio
previamente mencionado, incluyendo el escaldado de la broza, otras concentraciones de
acidos, mezclas de las mismas, inclusive el uso de etanol, ademas del secado por atomizacién y
la evaporacion para estabilizar las antocianinas a lo largo del tiempo y condiciones normales

de almacenamiento.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Evaluar las operaciones de escaldado, secado y concentracién, asi como condiciones de
extraccion que pueden estabilizar el color rojo del pigmento de la broza del café, a lo largo del

tiempo de almacenamiento.

2.2. Objetivos especificos

1. Determinar el efecto del escaldado y del medio de extraccién con acidos organicos (acido
citrico, acido ascérbico y mezcla de ambos) sobre las antocianinas totales y el color

instrumental del pigmento de la broza de café secado por aspersién y concentrado al vacio.

2. Comparar el efecto de secado por aspersién y concentrado al vacio de los pigmentos
obtenidos a partir de un extracto de broza de café sobre las antocianinas totales y el color

determinado instrumentalmente.

3. Determinar la conservacion de antocianinas y de color, asi como el indice de
oscurecimiento, en los pigmentos que hayan presentado mejores resultados durante la

extraccion, almacenandolos en condiciones ambientales por un periodo de 28 dias.



3. MARCO TEORICO

3.1. El café
3.1.1. Generalidades

El café pertenece al género Coffea, y su planta a la familia Rubiaceae y se denomina
cafeto. Las tres principales especies de café que se cultivan ampliamente y que constituyen los
tipos de café mas utilizados a nivel comercial son: café arabigo (Coffea arabica L.), café
canéfora (Coffea canephora L.) y café liberiano (C. liberica) (Belitz y Grosch, 2005; Cardenas,
2007; Gonzalez et al.,, 2011).

El fruto del café (figura 1) consiste en una piel lisa, dura, generalmente de color verde
en las frutas inmaduras, pero conforme madura se torna roja, hasta rojo-violeta intenso. Esta
capa cubre la pulpa, la cual contiene dos semillas. Inmediatamente después de la pulpa se
tiene el mucilago, una capa fina, translicida y viscosa, seguida por el pergamino, membrana
amarillenta, transparente adherida a las semillas (Belitz y Grosch, 2005; Esquivel y Jiménez,
2012; Vargas, 2009).
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Figura 1. Seccion longitudinal y transversal del fruto de café donde: (a) disco germinativo, (b)

exocarpio o piel, (c) pulpa, (d) mucilago, (e) pergamino, (f) semilla, (g) embri6n (Adaptado de
Gonzalez, 2007)

Del fruto de café se aprovecha en su mayoria la semilla, la cual se procesa con el fin de
obtener el grano de oro. Durante el beneficiado el fruto de café es despulpado, donde la pulpa
es desprendida por friccion. Esta pulpa, compone entre el 40 y 42% del peso total del fruto de
café. Es el principal subproducto y se puede utilizar como fertilizante, alimento animal o

abono, aplicaciones que solo utilizan una fracciéon de la cantidad disponible y no son



técnicamente muy eficientes, por lo tanto muchas veces se desecha la pulpa, generando una

alta contaminacion (Kassu, 2010).

3.1.2. Beneficiado

Existen dos métodos principales para el procesamiento del café, el seco y el hiumedo.
En el primer proceso, los frutos de café cosechados se dejan secar al sol y luego se separan sus

partes mecanicamente (Esquivel y Jiménez, 2012).

En Costa Rica se lleva a cabo el proceso himedo, el fruto se lleva a tanques de agua con
el fin de eliminar los frutos verdes o en mal estado (éstos flotan en la superficie), luego se
separa la pulpa del fruto por medio de friccion. La pulpa es trasladada y apilada para su
posterior tratamiento o descarte. Seguidamente se da el desmucilaginado, operacién que se
lleva a cabo via fermentacién natural o por medios mecanicos. Luego las semillas son
transportadas por un canal de agua, donde a su vez se les elimina el mucilago. Estas aguas de
desecho se tamizan y los sélidos atrapados en el filtro se mezclan con la broza, mientras que el

agua residual es enviada a una laguna para su respectivo tratamiento.

Finalmente se lleva cabo el secado, el cual se puede realizar en secadores o al sol,
donde el grano se coloca en capas delgadas al sol. Una vez alcanzada la humedad deseada
(alrededor de 11%) los granos son colocados en tambores vibratorios para desprender la
capa delgada de celulosa que envuelve el grano (pergamino) (Adams y Ghaly, 2007; Noriega et
al. 2009; Braham y Bressani, 1978; Gonzalez, 2007; Alfaro y Rodriguez, 1994; Murthy y Naidu,

2012). En la figura 2 se presenta un esquema del procesamiento hiimedo del café.
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Figura 2. Procesamiento himedo de café (Adaptado de Adams y Ghaly, 2007)

3.2. Composicion de la broza de café

La pulpa de café, conocida en la jerga del beneficiado como broza, es el mayor
subproducto de la industria cafetalera; ya que ésta representa el 40% del peso hiimedo de los

granos de café (Kassu, 2010; Muiioz y Soto, 2003).

En Costa Rica del proceso de despulpado se obtiene alrededor de 263 000 toneladas
de broza fresca por afio. La mayoria de esta broza se utiliza para hacer abono orgénico o

combustible para los secadores, sin embargo, en algunos beneficios se presentan problemas



de espacio, o el transporte de la broza hacia lugares aptos para su procesamiento tiene costos
muy altos (CYMA, 2006).

La broza esta compuesta por pectinas, azicares, cafeina, acidos clorogénicos (fenoles
principales en la composicién), acidos hidroxicindmicos, acido cafeico, flavonoides, entre
otros. Ademas, el principal pigmento presente en la broza son antocianinas, especificamente,
la cianidin-3-rutinésido y la cianidin-3-glucésido (Arellano, 2009; Ariza, 2011; Barboza y
Ramirez-Martinez, 1991; Braham y Bressani, 1978; Farah y Marino, 2006; Kassu, 2010;
Mazzafera y Robinson, 2000; Vargas, 2009; Murthy y Naidu, 2012).

3.2.1. Antocianinas

Las antocianinas son gluc6sidos de antocianidinas, compuestos por dos anillos
aromaticos (figura 3); son hidrosolubles y ademas son responsables de la gama de colores
abarcando desde el rosado salmaén hasta rojo y desde violeta hasta el azul oscuro(segiin el pH)
en varias frutas, vegetales y cereales (Garzon, 2008; Leyva, 2009; Prata y Oliveira, 2006;
Torskangerpoll y Anderson, 2005).

Figura 3. Estructura quimica general de las antocianinas (Guisti y Wrolstad, 2001)

Como se menciond anteriormente, las antocianinas son el principal pigmento presente
en la broza de café, contiene mayoritariamente cianidin-3-rutinésido (Ariza, 2011), cuya

estructura se muestra en la figura 4.
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Figura 4. Estructura quimica de la cianidin-3-rutinésido (Adaptado de Torskangerpoll et al.
2005)

En general, las antocianinas son compuestos labiles, su estabilidad depende de la
temperatura de almacenamiento, luz, oxigeno, estructura, pH y concentracién de las

antocianinas (Leyva, 2009; Wrolstad et al.,, 2005).

3.2.1.1. Efecto del pH

Las antocianinas pueden existir en cuatro especies distintas dependiendo del pH del
medio donde se encuentran, afectando asi el color de las mismas. Estas cuatro bases son:
quinoidal, catién flavilio, pseudobase carbinol y chalcona (Calvacanti et al,, 2011). En la figura

5 se detallan dichas estructuras.
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Figura 5. Cambios en la estructura y color de las antocianinas debido al cambio de pH (Leyva,
2009)

En medio acido, la forma predominante es la del ion flavilio, el cual da coloracién roja.
Al aumentar el pH, el ion flavilio sufre un ataque nucleofilico generando la pseudobase
carbinol a pH 4,5, lo que decolora el producto. Al acercarse a pH neutro, se forma la base
quinoidal, dando coloraciones violetas. Las antocianinas tienen su maxima expresion de color
a pH 4cidos, alrededor de 1, dando como resultado coloraciones rojas intensas; sin embargo,
se logran mantener a pH un poco mayores. Esta inestabilidad al pH genera problemas a la
hora de estabilizar los pigmentos, es por esto que debe controlarse. En la industria
alimentaria, se recomienda utilizar pH acidos (tonalidades rojizas) o ligeramente neutros

(tonalidades violetas/azules) para mantener el color deseado (Castafieda-Ovando et al, 2009;

He y Guisti, 2010; Menéndez, 2008).
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3.2.1.2. Efecto de la luz, temperatura y oxigeno

La luz es esencial para la biosintesis de las antocianinas, sin embargo, en presencia de
luz las antocianina se degradan rapidamente, debido a que son oxidadas (Calvacanti et al.,
2011; Colin et al. 2009; Rein, 2005).

La estabilidad de las antocianinas presentes en los alimentos disminuye conforme
aumenta la temperatura. Eventualmente, esta degradacién genera el oscurecimiento del
producto (Calvacanti et al,, 2011). Segiun Fuentes (2005), las antocianinas pueden mantenerse

y no afectarse considerablemente a 30 °C.

Cabe destacar que existen algunas excepciones, por ejemplo, las antocianinas
provenientes de las zanahorias negras logran mantenerse relativamente estables a
temperaturas entre 70 y 80 °C. En algunos casos, es posible aplicar altas temperaturas por un
corto tiempo, como una operacion de escaldado, sin ocasionar pérdidas considerables (Patras

et al. 2010; Delgado-Vargas et al., 2000).

Este fenémeno de degradacién se puede ver aumentado en presencia de oxigeno
(Calvacanti et al., 2011). El oxigeno actiia por medio de un mecanismo oxidativo directo o a
través de oxidacion indirecta, donde los componentes oxidados reaccionan con las

antocianinas, dando lugar a productos incoloros o marrén (Rein, 2005).

3.2.1.3. Efecto de enzimas

Las antocianinas pueden ser degradadas enzimaticamente por la antocianin-f-
glucosidasa y glucosidasas en general, generando una disminucién en la coloracién (Rein,
2005; Calvacanti et al, 2011). Esta enzima se encuentra en frutas como mamén chino,
también en algunos productos naturales como vinos, mermeladas y jaleas de algunas frutas.

Sin embargo, no se ha reportado en café (Manzanares et al., 2000; Zhang et al., 2005).

Enzimas que se encuentran naturalmente en frutas, como peroxidasas y fenolasas, mas
especificamente la polifenoloxidasa, también afectan a las antocianinas (Rein, 2005;

Calvacanti et al., 2011). El efecto de la polifenoloxidasa se detallara mas adelante.
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3.2.1.4. Efecto de la actividad de agua

La estabilidad de las antocianinas se puede aumentar notablemente al reducir la
actividad de agua (aw), pues una reduccion en la misma esta asociada con una menor tasa de
degradacion de las antocianinas. Este fendémeno ocurre debido a que la reaccion de
hidratacién que conduce a especies incoloras de antocianinas esta menos favorecida conforme
el agua se vuelve limitante (Wrolstad et al., 2005; Calvacanti et al., 2011; Guisti y Wrolstad,
2001; Lopes da Silva, 2004).

Algunos autores indican que antocianinas en forma de polvo con un aw menor o igual a
0,3 son relativamente estables a temperatura ambiente. Amr y Al-Tamimi (2007)
determinaron que con un aw de 0,37 se lograron mantener altos niveles de antocianinas
durante el almacenamiento; inclusive, con una actividad de agua de 0,43 se logra disminuir
notablemente la degradacién de las antocianinas. Esta reduccion del aw se puede lograr por
medio de secado por aspersion (Spray drying) o concentrando el producto (Selim et al.,, 2008;
Lopes da Silva, 2004).

3.2.1.4.1. Secado por aspersion

Al secar por aspersién normalmente se mezcla la materia prima con maltodextrina, la
cual cominmente se utiliza como vehiculo en productos en polvo, por ejemplo en jugos de
frutas. La maltodextrina previene la adhesion de particulas a las paredes del secador y se
utiliza como microencapsulador, con el fin de crear una emulsién mas estable y proteger las
antocianinas de factores favorecedores de la oxidacién (luz, aire y temperatura). Proteger de
la temperatura durante este proceso es de suma importancia, puesto que el producto puede
alcanzar altas temperaturas (Ariza, 2011; Calvacanti et al., 2011, Chegini y Ghobadian, 2007;
Parize et al., 2008; Phisut, 2012; Lopez et al., 2009).

A pesar de trabajar con aire caliente, a altas temperaturas, normalmente 150 a 220 °C,
la evaporacién ocurre inmediatamente, y el producto llega a alcanzar temperaturas entre 50 y
80 °C, dependiendo de las condiciones iniciales, temperaturas que limitan la degradacion

térmica del producto (Phisut, 2012).
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El secado por aspersiéon ofrece la ventaja de un secado rapido para productos
sensibles al calor, asi como un tamafio y densidad de particula controlables dentro de ciertos
limites. Los alimentos sensibles al calor se pueden secar a presién atmosférica y a bajas
temperaturas, produciendo particulas relativamente uniformes y con casi la misma
proporcion de compuestos que en el liquido a secar. En general, se obtienen productos de
buena calidad y bajo aw, lo que aumenta su vida util. Ademas de ser un proceso econémico, se
logra obtener un producto de volumen o peso menor que los productos liquidos, lo que facilita
el transporte y el almacenamiento (Garcia, 2011; Lozano, 2009; Lépez et al, 2009; Phisut,
2012).

3.2.1.4.2. Concentracion

Una alta concentracién de antocianinas genera una mayor estabilidad de color. Cuando
la concentracién alcanza valores altos, se presentan fenomenos de autoasociacién. Estas
uniones ocurren entre dos cationes flavilio, dos formas hemicetal, dos bases quinoidales, o
entre una base quinoidal y un catién flavilio, protegiendo asi la antocianina. Ademas, si se
tiene una actividad de agua baja, se disminuye la interaccion entre el agua y el cation flavilio,
evitando la formacion de una pseudobase inestable, y por consiguiente la degradacién de las

antocianinas (Broas, 2012; Calvacanti et al., 2011; Garzon, 2008).

Para concentrar una disolucién que contenga antocianinas es necesario realizar dicho
procedimiento al vacio. La concentracion al vacio es un procedimiento que permite evaporar
el solvente o la disolucién de extraccién y ademas permite concentrar el principio activo hasta
practicamente sequedad. Durante este proceso se pueden alcanzar presiones absolutas de
hasta 20 mbar dentro del recipiente, lo que permite trabajar a temperaturas bajas (25-30 °C),
protegiendo asi compuestos termosensibles. Otra ventaja es que al trabajar al vacio la
sustancia no esta en contacto con el aire, lo que protege el producto de posible oxidacién.
Durante este proceso es importante controlar los parametros (temperatura y vacio), ademas

del contacto con la luz (Condorchem, s.f.).
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3.3. Pardeamiento enzimatico

El pardeamiento enzimatico esta relacionado con la actividad de la enzima
polifenoloxidasa (PFO; EC 1.10.3.2). La PFO es la enzima responsable de la hidroxilacién de
monofenoles a orto-difenoles y la oxidaciéon de orto-difenoles a orto-diquinonas, estas
reacciones se dan cuando el tejido donde se encuentra esta daflado. Como resultado de dichas
interacciones se forman compuestos con tonalidades desde café hasta negras, indeseables en

la industria alimentaria (Mazzafera y Robinson, 2000; Leyva, 2009; Vargas, 2009).

En el caso del café, al ser despulpado, se dafa el tejido, conduciendo a la formacién de
las quinonas. Las antocianinas se degradan enzimaticamente en presencia de
polifenoloxidasa, ademas, la formacién de compuestos pardos puede llegar a encubrirlas
(Mazzafera y Robinson, 2000; Vargas, 2009; Patras et al., 2010).

El pardeamiento enzimatico en los alimentos, generalmente es indeseable, por lo que
se han desarrollado métodos para evitar este fendmeno por medio de la inhibicién de la
enzima. La inactivacion de la PFO se puede llevar por medio de la aplicacion de calor, con el
uso de agentes reductores, acidulantes, eliminando el oxigeno, por medio de reactivos

quimicos, entre otros (Herrera et al., 2003).

3.3.1. Inhibicion de PFO por medio de calor

La inactivacién por medio de calor se puede llevar a cabo por medio del escaldado.
Este consiste en un tratamiento térmico moderado, pero no se considera un método de
conservacion per se. El principal objetivo del escaldado es la inactivacién enzimatica, con lo
que se disminuyen los dafios provocados por enzimas como cambios de color o textura, la
produccién de aromas y sabores extrafios y la degradacién de nutrientes. Por lo tanto al
inactivar las enzimas, especificamente la PFO, por medio del escaldado, se evita el

encubrimiento de los colores propios de la pulpa (Brennan, 2006; Fellows, 2000).

Para lograr la maxima eficacia y eficiencia en un proceso de escaldado, se deben
controlar muy de cerca los factores de tiempo/temperatura. Cominmente se utilizan tiempos
de proceso entre 1 y 15 minutos y temperaturas entre 70 a 100 °C. Para el caso de la

polifenoloxidasa, esta se ve inhibida a temperaturas entre 70 y 90 °C; sin embargo, para lograr
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una inactivacién completa la temperatura y el tiempo de contacto varia de producto a
producto. Por ejemplo, la PFO presente en las peras se lograr inhibir a 80 °C durante 2
minutos, mientras que la enzima presente en el banano debe ser sometida a 90 °C durante 2
minutos para lograr una completa inhibicion. En general, para obtener productos con
oscurecimiento minimo, se deben escaldar con vapor por 3 minutos a 100 °C o durante 5

minutos a 94 °C (Almeida y Nogueira, 1995; Bolafios, 2012; Brennan, 2006; Vargas, 2009).

3.3.2. Inhibiciéon de PFO por medio del uso de acidulantes

Con respecto al uso de acidulantes, se pueden utilizar los acidos ascérbico y citrico, los
cuales han dado buenos resultados en la inhibiciéon de la enzima en papas, manzanas, entre
otros (Berendt, 2009). Esta inactivacion se logra debido a la disminucion del pH, por debajo

del pH 6ptimo de la actividad catalitica de la enzima (Rojano, 2009).

La PFO presente en el café tiene un pH éptimo entre 6 y 7 (Mazzafera y Robinson,
2000), al disminuirlo alrededor de 2,5 se logra inactivar, de forma que, si luego se aumenta el
pH, la enzima no es capaz de funcionar nuevamente, impidiendo asi el pardeamiento (Gil et al.,

s.f.; Guerrero, 2009; Roquesa e Higuera, 2007).

El acido ascérbico es un agente reductor y tiene un efecto inhibidor sobre la PFO. A
pesar de no ser un inhibidor por si mismo, reacciona con o-quinonas para formar productos
no coloreados mas estables. Este acido es oxidado al acido deshidroascérbico en forma
irreversible durante el proceso de reduccion, confiriendo una inhibicién temporal, lo cual
permite el pardeamiento posteriormente. Es por esto que varios autores recomiendan el uso
de acidos organicos como el citrico, el cual en conjunto con el acido L-ascorbico, mantiene
estable el pH en el medio y controla el pardeamiento (Denoya ét al, 2012; Gil et al, s.f;
Guerrero, 2009).
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3.4. Estabilidad de los pigmentos naturales a lo largo del tiempo

Para determinar la calidad de los pigmentos naturales es importante determinar el
color y la concentracion del pigmento en si. Mantener un color fuerte y estable en pigmentos
naturales durante el procesamiento y almacenamiento puede ser problematico debido a las
sensibilidades que presentan a la luz, oxigeno, temperatura, pH, entre otros (Garzén, 2008;
Alighourchi y Barzegar, 2009; Bgkowska et al., 2003). Para el caso de las antocianinas, durante
el almacenamiento éstas se pueden degradar o también pueden verse polimerizadas, lo que de
igual manera, disminuye el contenido de la o las antocianinas deseadas (Alighourchi y
Barzegar, 2009).

Con respecto al color, para el caso de antocianinas, estudios en granadas, indican que
principalmente a lo largo del almacenamiento se reducen los valores de a*, es decir el rojo
Esta disminucion se atribuye a la degradacién de las antocianinas previamente mencionada, lo
que hace notar la estrecha relacion entre el color y el contenido de antocianinas (Alighourchi y
Barzegar, 2009).

3.5. Teoria de la medida de color

La escala tridimensional CIELAB, como se muestra en la figura 6, se basa en la teoria
de los colores opuestos y se miden los parametros L*, a*, b*; donde L* es la luminosidad que
va de 0 (negro) a 100 (blanco); a* es el eje rojo-verde, donde valores positivos son rojos y
negativos verdes; el eje b* corresponde a los colores amarillos (positivos) y azules

(negativos). Tanto en el eje a* como en el b*, el valor cero indica neutralidad (Good, 2004).

Figura 6. Diagrama del espacio colorimétrico CIELAB (Hunter Lab, 2008)
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Los resultados del color instrumental se presentan en tres parametros: luminosidad
(L*), tono (h°) y croma (C*). Los ultimos dos parametros se basan en la mediciones de a*
(rojo-verde) y b* (amarillo-azul) (Good, 2004; Wee, 2002). El tono se calcula como se muestra

en la ecuacion 1, y el croma con la ecuacion 2.
b!
h° = tan™? (—) )

C*'=va? +b*? (2)

En la figura 7 se presentan dichos parametros graficamente.
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Figura 7. Esquema grafico de los valores de croma y tonalidad (Wee, 2002)

El tono (h°) hace referencia al color en si, ya sea un solo color, como rojo o azul, o una
combinacién de ellos como morado. La luminosidad (L*) evalia la sensacion visual de claro u
oscuro y finalmente el croma (C*) evalda la sensacién de vivo u opaco (Montesinos, 2003). En

la siguiente figura se presenta un esquema tridimensional de la percepcién humana del color.
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Figura 8. Esquema tridimensional de la precepcién humana del color (Montesinos, 2003)

Basandose en el diagrama anterior, la luminosidad se relaciona con el eje central, el
tono es el giro y el croma indica la separacién respecto al eje central. Asi, por ejemplo en una
misma tonalidad, aquellos colores con mayor croma estan mas alejados del eje central que los

colores con croma menor (Montesinos, 2003; Wee, 2002).

Otro valor que se utiliza para la comparacién de colores es la diferencia total de color o
AE (Wee, 2002; Montesinos, 2003). Este valor toma en cuenta la luminosidad, a* y b*, y se

determina segun la ecuacién 3.

AE = \/(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)? (3)

Segiin Montesinos (2003), un AE mayor a 5 se considera una diferencia perceptible no
aceptable, mientras que valores menores a 5 y mayores a 1 indican que hay diferencia pero
que es tolerable o aceptable a nivel industrial. Valores menores a 1 indican que no hay

diferencia perceptible al ojo humano (Hunter Lab, 2008).
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3.6. Teoria de la medicion de antocianinas y compuestos oscuros

Como se mencioné previamente, las antocianinas cambian de color dependiendo del
pH en que se encuentren; el oxonio coloreado predomina a pH 1,0, mientras que el hemiacetal
incoloro se forma a pH 4,5. Este comportamiento facilita la cuantificacion total de
antocianinas sin importar la presencia de otros compuestos, por ejemplo, las antocianinas

poliméricas no se ven afectadas por el pH, por lo tanto no son cuantificadas con este método.

Esta técnica se ha utilizado en la determinacién del contenido de antocianinas en jugos

de frutas, vinos, pigmentos naturales, entre otros (Guisti y Wrolstad, 2001; Lee et al., 2005).

Por otra parte, la medicién de compuestos oscuros se puede realizar mediante el
indice de oscurecimiento. Este indice se utiliza como un método indirecto para detectar y
monitorear la degradacion de antocianinas a lo largo del tiempo (Del Pozo-Insafran et al,
2007; Jiménez et al., 2010). Para esto se miden dos absorbancias distintas, la primera donde
se presenta la absorbancia maxima de las antocianinas (510 nm) y la segunda donde se
detecten no solo antocianinas sino también productos pardos (420 nm) (Buglione y Lozano,

2002; Del Pozo-Insafran et al, 2007; Jiménez et al., 2010; Wrolstad, 2005).

De esta manera, al disminuir el contenido de antocianinas y/o aumentar la cantidad de
productos pardos, se obtendra un indice de oscurecimiento menor. Es decir, tiene una
relacion inversa, un indice de oscurecimiento menor, indica un mayor oscurecimiento, es

decir una disminucion en el contenido de antocianinas.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Localizacion del proyecto

El proyecto se realiz6 en las instalaciones de la Universidad de Costa Rica, en la sede
Rodrigo Facio, localizada en San Pedro de Montes de Oca, en la provincia de San José. Los
analisis fisico-quimicos se llevaron a cabo en el laboratorio de quimica de la Escuela de

Tecnologia de Alimentos de la Universidad de Costa Rica.

4.2. Materia prima

La materia prima principal es la broza de café, la cual se obtuvo de café arabigo,
proveniente de la finca y beneficio Helsar en Zarcero, la cual se encuentra a una altitud de
1700 msnm. Se utilizé broza de café organico debido a que se procura que los productos
organicos estén libres de agroquimicos. Se procuré que el café tuviese un grado de

maduracion adecuado para el uso comercial, es decir frutos con coloraciones rojizas.

La materia prima se recolecté durante dos visitas, el 12 y 19 de febrero de 2013. En la
finca se selecciong, se lavé y se procedio a despulpar. Una vez despulpado, se escaldé la mitad
de las muestras y luego se sumergiéo cada muestra, tanto las escaldadas como las no

escaldadas, en diferentes disoluciones para su posterior tratamiento.

4.3. Metodologia

4.3.1. Pruebas preliminares

4.3.1.1. Efecto del escaldado

En el estudio realizado por Ariza (2011), previo a la extracciéon no se escaldé la
muestra, sin embargo, estudios indican que la polifenoloxidasa presente en la pulpa de café
actia muy rapido una vez dafiado el tejido, por lo que es de interés analizar si por medio del

escaldado con vapor se logra mejorar el producto final (Mazzafera y Robinson, 2000).
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Se prepararon tres lotes de broza no escaldada y tres lotes de broza escaldada al vapor
durante 10 minutos, luego se realizé la extraccion como se indicara en la seccién 4.3.2.1
utilizando una disolucién de acido ascérbico al 2% m/m.

Se tomaron 150 mL de extracto de broza de café y se colocaron en beakers abiertos al
aire, a temperatura ambiente y expuestos a la luz por cuatro dias. Se tomaron fotos al dia cero

y a los cuatro dias y se observé un cambio de color como se muestra en la figura 9.

(b)

Figura 9. Extractos de broza de café, escaldados y sin escaldar, expuestos al aire y luz: (a) dia

cero; (b) dia cuatro

Se puede observar, como los extractos al tiempo cero tenian una coloracién similar, asi
como se muestra en la figura 9.a. Al pasar cuatro dias de estar los extractos expuestos a la luz
y al oxigeno, las muestras no escaldadas presentaron un cambio de color (figura 9.b), se

oscurecieron, razon por la cual aument6 el interés de analizar muestras tanto escaldadas

como no escaldadas.

4.3.1.2. Disolucion de etanol acidificado como medio de extraccién

Se utiliz6 una disolucién de etanol al 90% acidificado con 0,03% 4cido citrico que,

segin Cano (2011) y Menéndez (2008) permite obtener un extracto de antocianinas.

Los resultados de las pruebas con la disolucién sugerida no fueron satisfactorios, ya
que, como se presenta en la figura 10, se obtuvo una coloracién café desde el inicio de la

extraccion, distinta a la coloracion rojiza deseada. Por esta razén, no se realizaron

extracciones con dicha disolucion.
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Figura 10. Extracto de broza de café obtenido a partir de la disolucion de etanol acidificada

con 0,03% Acido citrico

4.3.1.3. Funcionamiento y condiciones del rotavapor y grado de concentracion del
extracto

Los extractos obtenidos son acuosos, por lo que las condiciones del rotavapor deben
ser adecuadas para lograr la evaporacion del agua; y también a una temperatura donde se
reduzca la degradaciéon de las antocianinas. Segin Fuentes (2005), las antocianinas pueden

mantenerse y no afectarse considerablemente a 30 °C.

Segun las tablas de vapor y liquido saturado, para que el agua hierva a 30 °C, la presion
debe ser por lo menos de 4,25 kPa (42,5 mbar), sin embargo, para hacer el proceso mas

eficiente se puede trabajar a presiones menores.

El rotavapor disponible en el laboratorio de quimica de la Escuela de Tecnologia de
Alimentos, un Biichi R-124, cuenta con un bafio de agua Biichi R-480, asi como una bomba de

vacio Biichi V-700, la cual tiene capacidad de alcanzar 24 mbar (Biichi Labortechnik, 2007).

Basandose en la capacidad del equipo, la temperatura maxima que se mencioné y los
datos de presion de saturacion del agua a diferentes temperaturas, se decidié utilizar el

rotavapor a 25 mbar y una temperatura alrededor de los 30 °C.

Para determinar el grado de concentracion del extracto se hicieron varias pruebas. El
extracto de broza se llevo a tres concentraciones diferentes: 35,5, 55 y 67 °Brix. Este extracto
concentrado se aplicé a un yogurt natural, donde se observé que con el mas diluido no se
logré una coloracién adecuada, con las otras dos concentraciones se logrd la coloraciéon

deseada; sin embargo, la manipulacién del extracto con mayor cantidad de sélidos solubles
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fue muy engorrosa (ya que adquirié una consistencia pegajosa, dificultando su manipulacion),

por lo tanto se decidid trabajar con extractos de broza de café a 55 °Brix.

4.3.1.4. Determinacion de la reproducibilidad de las condiciones del proceso de secado y
de evaporacion

Con el fin de determinar si las operaciones de evaporacién al vacio y secado por
aspersion generan alguna variacion en los resultados se tomoé un lote de broza de café de 3 kg,
se escaldo y se colocé una solucién de acido citrico al 2% (1kg broza en 2 L de solucion).
Luego la solucion donde se extrajeron los pigmentos se dividié en seis partes, tres se secaron
y tres se evaporaron. Se evapord y se secé cada muestra por aparte, luego se midieron las
antocianinas totales y el color. Se calcul6 la desviacion estandar de las tres muestras secadas y
de las tres muestras evaporadas, para cada variable respuesta escogida, y se compararon con
la desviacion estandar de los valores de antocianinas y color del extracto sin tratar, dichos
resultados se presentan en la seccion 5. Si las desviaciones estaindar cambiaban se podria
definir que el atomizador y el rotavapor, por si solos, ejercieron un efecto sobre la estabilidad

de los pigmentos.

4.3.2. Pruebas definitivas
4.3.2.1. Tratamiento de la muestra antes de la extraccion

Se seleccionaron los frutos de café organico con coloraciones rojizas, evitando los
frutos verdes y los podridos. Una vez seleccionados se procedié a lavarlos exhaustivamente
con el fin de eliminar tierra, hojas, palos y basuras en general. Luego se despulparon
(chancaron), separando los granos de la pulpa; esta ultima se recolect6 para seguir con el

proceso de extraccion.

4.3.2.2. Obtencion del extracto de la broza de café

Como se menciond anteriormente, se pueden utilizar distintas disoluciones para llevar
a cabo una extraccién adecuada, conservando las antocianinas. A partir de esto se aplicaron

las siguientes disoluciones para la obtencion del extracto de la broza de café:
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1. 2% m/v acido ascérbico (Ariza, 2011)
2. 1% m/v acido ascérbico
3. 2% m/v acido citrico (Ariza, 2011; Vargas, 2009)
4. 1% m/v acido citrico
5. 1% m/v acido citrico + 1% m/v acido ascérbico (Denoya et al, 2012)
6. 0,5% m/v acido citrico + 0,5% m/v acido ascérbico (Denoya et al, 2012)
La extraccién se realizé segin el procedimiento de Ariza (2011), el cual consiste en

una relacién 2 a 1 de disolucién - broza. Por lo que se sumergi6é 1 kg de broza en 2 L de

disolucion.

Se trabajé tanto con broza escaldada como no escaldada, dando como resultado 12
extractos (Cuadro III) por lote,se trabajé con tres lotes (ver anexo 9.1). Para el caso de los
tratamientos con broza escaldada, antes de sumergirla en la disolucién se escald6 1 kg con

vapor durante 10 minutos (por lotes) utilizando una vaporera de vegetales.

Cuadro . Tratamientos para obtencién del extracto de la pulpa de café aplicados a tres lotes

Tratamiento Disolucion Concentracion Broza escaldada
1 Acido ascérbico 2% >
2 No
3 c . s Si

0,
4 Acido ascorbico 1% No
5 ;. g Si
6 Acido citrico 2% No
7 Z . e Si
8 Acido citrico 1% No
9 < _ - L Si
Acido citrico + Acido ascorbico 2%
10 No
11 Acido citrico + Acido ascérbico 1% Sf
12 9 " . No

Una vez sumergida la broza en la disoluciéon se dejo en reposo durante 18 horas en
recipientes plasticos, oscuros y tapados, a temperatura ambiente. Luego, se colaron las
muestras y el extracto obtenido se filtr6 para eliminar impurezas. Estos extractos se

almacenaron a -40 °C (Ariza, 2011).
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4.3.2.3. Concentracion y secado del extracto coloreado de la broza de café
4.3.2.3.1. Secado por aspersién

El secado por aspersion se realizé en el secador por atomizacién marca Bilichi Mini
Spray Dryer B-290 del laboratorio de quimica de la Escuela de Tecnologia de Alimentos
utilizando los siguientes parametros: 160 °C de temperatura de entrada, el aspirador al 90%,
bomba en 12% y limpiador o nozzle en 3 (Ariza, 2011). El extracto obtenido se mezcl6 con 8%

de maltodextrina (% m/m) previo al secado.

Una vez obtenido el pigmento, se empacé en bolsas Doy Pack con laminado metalico y

se almacenaron a -40 °C para su posterior analisis.

4.3.2.3.2. Concentracion al vacio

Los extractos acuosos se concentraron a una presion de 25 mbar, a una temperatura
de 30 °C y se trabajé con una velocidad de rotacién de 15 r.p.m., por aproximadamente 6
horas. El recipiente contenedor fue cubierto con papel aluminio para evitar el contacto con la

luz.

Igualmente, el concentrado obtenido, a 55 °Brix, se empacé en bolsas Doy Pack con

laminado metalico y se almacenaron a -40 °C para su posterior analisis.

4.3.2.4. Efecto del tiempo de exposicion a las condiciones ambientales sobre las
antocianinas de los pigmentos secos y en el extracto

Se tomaron muestras del pigmento seco y del pigmento concentrado, que produjeron
los mejores resultados (color mas rojo y mayor cantidad de antocianinas), y se colocaron en
bolsas laminadas transparentes. Se dejaron a temperatura ambie.nte expuestas a la luz del
laboratorio por 28 dias. Cada dos dias, durante los primeros 14 dias se midié el contenido de
antocianinas, el indice de oscurecimiento y el color de estas muestras. Luego se hicieron dos

mediciones mas en los dias 21 y 28.
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4.3.3. Analisis de datos y diseiio experimental

4.3.3.1. Efecto del escaldado, del medio de extraccion y la concentracion sobre el indice de
oscurecimiento, antocianinas totales y el color instrumental del pigmento de la broza de
café en los productos concentrados y en los productos secados por aspersion

Se utilizé6 un disefio irrestricto aleatorio con un arreglo factorial de 3 factores
(escaldado, tipo de acido y concentracién), con niveles 2x3x2. Para cada uno de los
tratamientos se realizaron tres repeticiones. Se aplicé un ANDEVA a los datos del pigmento
concentrado y otro ANDEVA a los datos del pigmento seco, ambos con un nivel de

significancia de 0,05.

Cuadro II. Disefio experimental de la extraccién de un pigmento en polvo

Escaldado Tipo de acido Concentraciéon (%)
Si Acido citrico 1
Si Acido citrico 2
Si Acido ascérbico 1
Si Acido ascérbico 2
Si Acido citrico+ Acido ascérbico 1
Si Acido citrico+ Acido ascérbico 2
No Acido citrico 1
No Acido citrico 2
No Acido ascérbico i
No Acido ascérbico 2
No Acido citrico+ Acido ascérbico 1
No Acido citrico+ Acido ascérbico 2
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Cuadro III. Disefio experimental de la extraccion de un pigmento concentrado

Escaldado Tipo de acido Concentracion (%)
Si Acido citrico 1
Si Acido citrico 2
Si Acido ascérbico 1
Si Acido ascérbico 2
Si Acido citrico+ Acido ascérbico 1
Si Acido citrico+ Acido ascérbico 2
No Acido citrico 1
No Acido citrico 2
No Acido ascérbico |
No Acido ascérbico 2
No Acido citrico+ Acido ascérbico 1
No Acido citrico+ Acido ascérbico 2

En ambos casos, las variables respuesta son color instrumental (luminosidad, croma, y

hue) y antocianinas totales.

4.3.3.2. Efecto de dos preparaciones del pigmento a partir de un extracto de broza de café
(secado por aspersion y concentrado al vacio) sobre la conservacion de antocianinas
totales y el color instrumental

Se utilizé un disefio irrestricto aleatorio con un arreglo factorial de 4 factores
(tratamiento, escaldado, tipo de acido y concentracién) con niveles 2x2x3x2. Se aplicé un
ANDEVA a los datos para las variables respuesta: color (luminosidad, croma y hue) y

antocianinas; con un nivel de significancia de 0,05.
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Cuadro IV. Disefio experimental para comparar el efecto del secado y del concentrado en el

pigmento obtenido a partir de la broza de café

Producto  Escaldado Tipo de acido Concentracién (%)
Polvo Si Acido citrico 1
Polvo Si Acido citrico 2
Polvo Si Acido ascérbico 1
Polvo Si Acido ascérbico 2
Polvo Si Acido citrico+ Acido ascorbico il
Polvo Si Acido citrico+ Acido ascorbico 2
Polvo No Acido citrico 1
Polvo No Acido citrico 2
Polvo No Acido ascérbico 1
Polvo No Acido ascérbico 2
Polvo No Acido citrico+ Acido ascérbico 1
Polvo No Acido citrico+ Acido ascérbico 2

Concentrado Si Acido citrico 1
Concentrado Si Acido citrico 2
Concentrado Si Acido ascérbico 1
Concentrado Si Acido ascérbico 2
Concentrado Si Acido citrico+ Acido ascérbico 1
Concentrado Si Acido citrico+ Acido ascorbico 2
Concentrado No Acido citrico 1
Concentrado No Acido citrico 2
Concentrado No Acido ascorbico 1
Concentrado No Acido ascérbico 2
Concentrado No Acido citrico+ Acido ascérbico 1
Concentrado No Acido citrico+ Acido ascérbico 2

4.3.3.3. Efecto del tiempo de exposicion a las condiciones ambientales sobre las
antocianinas de los pigmentos secos y en extracto

El disefio es irrestricto aleatorio con un factor (tratamiento de extraccién) y los niveles
se definieron con base en las mejores condiciones de extraccion, escogidas con el analisis de

datos de la seccion 4.3.3.2.

Para este anadlisis se colocaron muestras de pigmentos en polvo y concentrados en
placas Petri sin tapa y se dejaron a condiciones ambientales. Al pasar 24 horas la muestra en
polvo se humedeci6 (figura 11) de tal manera que se imposibilité la toma de muestras por la

dureza que adquirié.
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(a) (b)

Figura 11. Muestra de pigmento en polvo expuestas a condiciones ambientales, (a) 0

horas de exposicion; (b) 24 horas de exposicion

Al no poder tomar muestras debido a la textura de la muestra humedecida, se decidi6
empacar las muestras en bolsas laminadas transparentes, de esta manera, se exponen las

muestras a la luz y a temperatura ambiente sin verse afectadas por la humedad.

Asi mismo, se analiz6 la posibilidad de medir el color de las muestras en analisis
directamente en la bolsa, esto con el fin de no desperdiciar muestra en los recipientes de
medicion. Para esto se midio el color de un objeto varias veces, tanto en bolsa como fuera de

ella. El analisis de varianza de los parametros de color se presenta en el anexo 9.2.

A pesar de obtener una diferencia significativa para los tres parametros, se decidi6
realizar la medicién de color con la muestra en la bolsa, ya que el empaque serfa siempre el

mismo, por lo que no incluiria error alguno.

Se aplicé una regresién con el tiempo como variable contintia a los datos para las
variables respuesta: color (luminosidad, croma y hue), antocianinas e indice de

oscurecimiento; con un nivel de significancia de 0,05.
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4.3.4. Métodos de analisis

4.4.3.1. Andlisis fisico-quimicos

4.3.4.1.1. Determinacion de antocianinas totales

A continuacion se detalla la metodologia para la determinacion del contenido total de

antocianinas monomeéricas segun el método propuesto por Guisti y Wrolstad (2001).

1. Se determino el factor de dilucién (FD) adecuado para la muestra, diluyendo con KCI
0,025 M, pH=1, hasta lograr que la absorbancia a Avismix esté dentro del rango
adecuado (entre 0,2 y 0,8) para que se cumpla la ley de Beer (Pino y Pérez, 1983).
Para este caso, 1a Avis-max €5 510 nm, segun lo indicado por Wrolstad et al. (2005) para
las antocianinas principales de la broza de café, cianidin-3-rutindsido y la cianidin-3-
glucésido. Para lograr estas especificaciones se tomé una masa de la muestra
alrededor de 0,40 g y se llevé a un balén de 25,0 mL por medio de trasvases

cuantitativos.

Cabe destacar que se decidié medir masa en vez de volumen ya que habia muestras
solidas, ademas, para las muestras liquidas, en algunos casos, las alicuotas variaban su
volumen debido a la naturaleza de las mismas, éstas se deslizaban de la pipeta y de la

micropipeta antes de comenzar a verter el contenido.

2. Se prepararon dos diluciones de la muestra; la primera con KCI 0,025 M, pH 1y la
otra con acetato de sodio 0,4 M, pH 4,5, utilizando el factor de dilucién determinado

en el punto 2. Se dej6 en reposo las muestras por 15 minutos.

3. Se midi6 la absorbancia de ambas muestras a 510 y 700 nm (la longitud de onda de
700 nm se utiliz6 como parametro de correccién), contra una cubeta con agua

destilada. Las mediciones se hicieron en un lapso de tiempo entre 15 y 60 minutos.

4. Se calcul6 la absorbancia de la muestra diluida con la ecuacion 3:

A= (AS‘I.U nm A '?UOnm)pH 1,0 — (A510 nm — A?OO nm)pH 4,5 (3)

5. Se calculd la concentracién de antocianinas monoméricas (mg/g) en la muestra

original segin la ecuacion 4:
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(A-MM - 1000 -V) (4)
(X-1-m)

Concentracion de antocianinas monomeéricas =

Donde MM es la masa molar de la antocianina mayoritaria (cianidin-3-rutindésido
(Ariza, 2011)), se utiliz6 631 g-mol (Ariza, 2011; Polyphenols Laboratories, s.f.). A es el valor
obtenido segun la ecuacion 3; 1000 es el factor de conversion de gramos a miligramos, V es el
volumen del balén, 2 es la absortividad molar, se utilizé 28 800 L-cm-1-mg-! (Ariza, 2011; Prata
y Oliveira, 2006) y m es la masa de la muestra en gramos. En esta formula se asumié una
longitud de recorrido de luz de 1 cm. El resultado obtenido se expresé en mg de cianidin-3-

rutindsido/g de muestra (mg cid-3-rut/g muestra).

Esta determinacién se realizé con el espectrofotémetro marca Jasco, modelo V-630 del

laboratorio de quimica de la Escuela de Tecnologia de Alimentos

Es importante especificar que el resultado se expresé en base seca. Ademas, para
obtener resultados comparables entre los concentrados y los polvos, a estos ultimos se les
calcul6 la materia seca proveniente de la maltodextrina y la materia seca del extracto inicial,
con el fin de reportar los resultados en base seca excluyendo la cantidad que correspondia a

maltodextrina.

Para esto se determiné la humedad del extracto inicial, la de la maltodextrina (MD) y
la del producto final. Luego, la materia seca (MS) del producto final se multiplicé por el
porcentaje de materia seca del extracto inicial sin maltodextrina. Este segundo porcentaje se
obtiene al restar 1 menos el contenido de materia seca en el 8% de la maltodextrina. El
contenido de materia seca en este 8% se calcula segiin la ecuacién 5:

0,08 (5)
Mspromi + MSpromMD

Donde MSprom i €s la materia seca promedio del extracto incicialy MSyrom mp €s la

materia seca promedio de la maltodextrina.
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4.3.4.1.2. Determinacién del indice de oscurecimiento

Para la determinacion de este parametro se midio la absorbancia de la muestraa pH 1
(seccion 4.4.3.1.1; punto 4) a dos longitudes de onda diferentes: 510 nm, donde se presenta la
absorbancia maxima de las antocianinas, y 420 nm, donde se detectan no solo antocianinas
sino también productos pardos (Buglione y Lozano, 2002; Del Pozo-Insafran et al, 2007;
Jiménez et al., 2010; Wrolstad, 2005).

Este indice se calcul6 como se indica en la ecuacion 6:

A510 nm (6)

420 nm

indice de oscurecimiento =

Para dicha determinacion se utilizé el espectrofotémetro marca Jasco, modelo V-630

del laboratorio de quimica de la Escuela de Tecnologia de Alimentos.

4.3.4.1.3. Determinacidn instrumental de color

El color se determind con un colorimetro marca Hunter Lab, modelo Color Flex, del
laboratorio de quimica de la Escuela de Tecnologia de Alimentos, por medio de la escala CIE
L* a* b* (CIELAB), utilizando una fuente de luz D65, un angulo de vision de 10 °, con

geometria 6ptica 45/0.

Una vez medidos dichos parametros se procedio a determinar el croma (saturacion),
la tonalidad (hue) y la luminosidad (L*). Ademas, se tomaron fotografias para demostrar la

diferencia de colores entre los pigmentos.

4.3.4.1.4. Determinacion de materia seca

Para la determinacion de materia seca tanto del producto en polvo como del producto
concentrado, se determiné la humedad utilizando una estufa de vacio, como se indica en el
método de la AOAC 920.151: Sélidos totales en frutas y productos de frutas (AOAC, 2002 a). Es

importante el uso de arena para esta determinacion.

Para el pigmento en polvo, inicialmente se le agregdé maltodextrina (8% m/v) al

extracto para secarlo, por lo que a la materia seca obtenida se le debia restar la maltodextrina
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para calcular cuanto era pigmento, para obtener valores de materia seca comparables con la

materia seca de los extractos concentrados.

4.3.4.1.5 Determinacién de pH

Para determinar el pH de las disoluciones para la extraccion se utilizé un pHmetro,
previamente calibrado, siguiendo el método establecido por la AOAC 981.12: pH de alimentos
acidificados (AOAC, 2002b).

4.3.4.1.6. Determinacién de °Brix o sélidos solubles totales

A las muestras concentradas se les midié los °Brix para alcanzar el punto final de la
concentracion. Para esto se utilizé el método AOAC 932.12: Sélidos (solubles) en frutas y
productos de frutas, utilizando un refractémetro Abbé con control de temperatura (AOAC,
2002c¢).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Para poder obtener los extractos de broza de café, se sumergi6 cada lote de broza en
diferentes disoluciones de acido o de mezcla de acidos.
A continuacién se presentan los pH de las disoluciones utilizadas para las extracciones

de los diferentes lotes.

Cuadro V. pH de las disoluciones utilizadas para obtener los extractos de pulpa de café

Disolucion Lote 1 Lote 2y 31

1% acido ascorbico 2,93 £ 0,05 2,89 +£0,05

2% acido ascorbico 2,78 £ 0,05 2,77 £0,05

1% acido citrico 2,39+ 0,04 2,38 £ 0,05

2% acido citrico 2,20 £ 0,05 2,18 +0,04

0,5% acido citrico + 0,5% acido ascorbico 2,54 + 0,05 2,54 £ 0,05
1% acido citrico + 1% acido ascérbico 2,21 +0,04 2,24 + 0,05

Los resultados de pH se expresan como el promedio de cuatro réplicas para cada lote
y su respectiva desviacion estandar ().

La polifenoloxidasa presente en el café tiene un pH 6ptimo (pH al que presenta una
maxima actividad) entre 6 y 7 (Mazzafera y Robinson, 2000) y al disminuirlo alrededor de 2,5
se logra inactivar dicha enzima, evitando, asi, un posible pardeamiento del producto (Gil et al.,

s.f.; Guerrero, 2009; Roquesa e Higuera, 2007).

Como se presenta en el cuadro V, las disoluciones para la extracciéon de acido ascérbico
al 1y 2%, a pesar de presentar pH menor al 6ptimo de la PFO, presentaron un pH mayor al de
la inactivacion (2,5 segun Gil et al. (s.f.), Guerrero (2009) y Roquesa e Higuera (2007)), por lo
que la broza sumergida en dichas disoluciones tenfa posibilidad de presentar pardeamiento

enzimatico.

También se analiz6 la reproducibilidad del proceso de secado por aspersion y del
proceso de concentracion con el fin de confirmar que dichos procesos se comportan siempre
igual, es decir que los cambios que las operaciones generaban a las diferentes muestras fueran

siempre constantes.

1 El pH de las disoluciones extractores de los lotes 2 y 3 se encuentran agrupados puesto que se utilizo
la misma disolucién y la recoleccion se llevé a cabo el mismo dia.
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Para esto se extrajo la broza de café en una disolucién de acido citrico al 2% m/v. El
extracto obtenido se dividio en seis partes o sublotes, tres se secaron y tres se concentraron y
se comparo el color y contenido de antocianinas de cada uno. A continuacion se presentan los

resultados obtenidos.

Cuadro VL. Color y contenido de antocianinas para los extractos de broza de café obtenidos
con una disoluciéon de 2% de acido citrico para el andlisis de reproducibilidad de las
operaciones

Extracto (mg c:ln;?rct:?/ngl l::tfestra] C* h°color L* AE

Inicial (sin tratamiento) 1,129 £ 0,009 169+0,3 61,2203 97+02 05
Secado por aspersion 1,30 £ 0,03 24,9 £0,7 9%1 752+05 1,0
Concentrado 0,90 £ 0,01 13,7+0,7 141 52+04 08

Los resultados para cada operacion se expresan como el promedio de tres réplicas para cada uno de
los tres sublotes (n=9) y su respectiva desviacién estandar ().

La desviacién obtenida para los parametros de color fue muy similar tanto en las
muestras secadas por aspersion como para las muestras concentradas, difiriendo inicamente
en 0,1 en la luminosidad. Para el caso de las antocianinas, la diferencia en la deviacion fue de
0,02 mg/g.

Cabe destacar también, con respecto al color, se obtuvo diferencia (AE) entre las
muestras secadas, las muestras concentradas y los extractos iniciales, sin embargo, estos
valores fueron iguales o menores a 1, lo que quiere decir que entre las réplicas de cada tipo de
producto, no hubo diferencia perceptible al ojo humano de acuerdo con lo expuesto por

Montesinos (2003) y Hunter Lab (2008).

A pesar de generar diferencias en las desviaciones, se puede decir que ambos procesos

eran reproducibles y no conllevaron a un error en las comparaciones realizadas.
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5.1. Efecto del escaldado y del medio de extraccion (acido citrico, acido
ascorbico y mezcla de ambos) sobre el color instrumental y antocianinas
totales del pigmento de la broza de café secado por aspersion y
concentrado al vacio.

5.1.1. Pigmento de la broza de café concentrado al vacio

5.1.1.1. Antocianinas en el extracto de broza de café concentrado al vacio

Para el contenido de antocianinas en el extracto de broza de café concentrado al vacio
se encontré un efecto significativo (p<0,05) de la combinacién del tipo de &acido y su
concentracion (interaccion y se presentan dichos resultados en el anexo 9.3.1, cuadro A4). No

hubo diferencias debidas al proceso de escaldado (p>0,05) en el contenido de antocianinas.

En la figura 12 se presenta el efecto que tuvo en conjunto el tipo de acido y su
concentracion sobre el contenido de antocianinas del producto obtenido.
1,6 1 |
14 - I
1,2
® Acido ascérbico

1,0 -

0,8 - ® Acido citrico

0,6 - ) )
Acido citrico + Acido

0,4 ascorbico

0,2

Antocianinas (mg cid-3-rut/g muestra) base
seca

0,0 -

1% 2%
Concentracion

Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0,05).
Figura 12. Contenido de antocianinas resultante del promedio de las muestras escaldadas y
no escaldadas, aplicados a los extractos de broza de café concentrados al vacio tratados con

dos concentraciones de varios acidos
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Para el caso de los acidos utilizados al 1%, no se present6 diferencia significativa en el
contenido de antocianinas para los diferentes acidos aplicados. Para el caso de los acidos al
2%, se determino que las muestras tratadas con acido ascorbico presentaron un contenido de
antocianinas significativamente menor que los tratados con acido citrico o la mezcla de acidos.
Segin Garzon (2008) y Guisti y Wrolstad (2001), la presencia de acido ascoérbico puede
acelerar la degradacion de las antocianinas, pues al haber una mayor cantidad de acido
ascorbico, se presenta una mayor degradacion de las mismas. Esta degradacion se debe a la
condensaciéon entre el acido ascoérbico y la molécula de la antocianina, debido a esta

condensacion, ambos compuestos se degradan (De Rosso y Mercadante, 2007).

El hecho que en los productos obtenidos con la extraccién tanto con acido citrico como
con la mezcla de acidos al 2% se obtuvo un mayor contenido de antocianinas se pudo deber al
efecto protector que tiene el acido citrico sobre las antocianinas, donde dicho acido funciona
como agente quelante, secuestrando el cobre del centro activo de la enzima, logrando asi la
inhibiciéon de la misma (Hernandez, 2009; Sarni-Machado et al., 2006; Jing y Guisti, 2008;
Durge et al., 2013). Al estar en una concentraciéon mayor logré proteger mas antocianinas que

la disolucion al 1%.

5.1.1.2. Color en el extracto de broza de café concentrado al vacio

Para una mejor comparacion entre los resultados numéricos obtenidos y los colores
vistos al ojo humano, se tomaron fotografias a todos los pigmentos obtenidos, incluyendo los

tres lotes estudiados. A continuacién se presentan dichas fotografias.
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Figura 13. Pigmentos obtenidos al concentrar al vacio los extractos de broza de café. De

izquierda a derecha, lote 1,2y 3

para cada conjunto de productos



38

En la figura anterior se puede observar que, a simple vista, los pigmentos obtenidos a
partir de disoluciones de acido citrico fueron mas oscuros que los obtenidos con acido
ascorbico y con la mezcla de acidos. La mezcla de acidos permiti6é extraer pigmentos menos
oscuros que con acido citrico, pero mas oscuros que con acido ascérbico. Para determinar las

diferencias se utilizé la medida instrumental de color.

Se comparé el tratamiento (escaldado y no escaldado), la muestra o acido utilizado
para la extraccion y la concentracién de acido utilizada. En las siguientes secciones se

presentaran los resultados con diferencias significativas.

5.1.2.1.1. Croma

Para el croma se present6 diferencias significativas (p<0,05) entre escaldado y no
escaldado y para la combinacién tipo de acido y su concentracion (interaccion, se presentan

dichos resultados en el anexo 9.3.3.1, cuadro A6).

En la figura 14 se presenta la diferencia encontrada entre tratamiento, es decir entre

muestras escaldadas y no escaldadas.

Croma

No escaldado Escaldado

Tratamiento ‘

Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0,05).
Figura 14. Croma resultante del promedio de las muestras, tratadas con varios acidos a dos

concentraciones, de extractos de broza de café concentrados al vacio
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La diferencia encontrada indicé que, en promedio, los productos obtenidos a partir de

broza no escaldada presentaron un croma mayor, es decir, fueron mas vivos o menos opacos.

Patras et al. (2010) y Delgado-Vargas et al. (2000) comentan que algunas antocianinas
pueden mantenerse relativamente estables a temperaturas entre 70 y 80 °C, durante periodos
cortos, sin ocasionar pérdidas considerables; lo cual ocurrié en este caso pues, como se
menciono, no hubo diferencias en el contenido de antocianinas de las muestras escaldadas y
no escaldadas. Sin embargo, Yan et al. (2008) encontraron una correlacién positiva entre el
croma y la degradacion de las antocianinas donde, al disminuir el croma se generan
coloraciones mdas opacas, afectando el croma de algunos productos. Es posible que una
pequeiia degradacion térmica de antocianinas (debido al escaldado) se refleje mayormente en

la opacidad del color.

En la figura 15 se presentan los resultados de la interaccién tipo de

acido*concentracion.

® Acido ascérbico

m Acido citrico

a,b

Croma

Acido cftrico + Acido

7
: ascorbico

|
1% 2%

Concentracion

Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0,05).
Figura 15. Croma resultante del promedio de las muestras escaldadas y no escaldadas,
aplicados a los extractos de broza de café concentrados al vacio, tratados con dos

concentraciones de varios acidos
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Para ambas concentraciones, el dcido citrico fue el que presenté valores menores en el
croma. La diferencia de color respecto a los demas acidos, en ambas concentraciones, se
puede observar en la figura 13, donde se nota que la coloracion de los productos obtenidos
con acido citrico fueron menos vivos. Esta diferencia se pudo deber a dos razones distintas: la

degradacion de las antocianinas o a una alta concentracion de las mismas.

Como se mencioné anteriormente (seccion 5.1.1.1, figura 12), el producto obtenido
con disolucién de acido citrico al 2% fue el que presenté mayor contenido de antocianinas,
por lo que el alto contenido de antocianinas pudo haber generado una disminucién en el
croma, como lo reportaron Mozetic et al. (2004). En lo que respecta al croma bajo del
producto obtenido a partir de la disolucién de acido citrico al 1%, se pudo deber a un
contenido menor de antocianinas que generaron productos de degradacion que no eran rojos,

debido a que dicha disolucién no present6 el efecto protector mencionado.

5.1.2.1.2. Tonalidad (hue)

Para la tonalidad se presentaron diferencias significativas en el tipo de acido y en la
concentracion utilizada para la extraccién (p<0,05) (se presentan los resultados en el anexo

9.3.2.2, cuadro A7). El escaldado no generé diferencias en la tonalidad de los extractos
(p>0,05).
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16 4
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Tonalidad (h°)
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0 - _ . e

Acido ascérbico Acido citrico + Acido Acido citrico
ascorbico

Muestra

Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0,05).

Figura 16. Tonalidad resultante del promedio de las muestras de extractos de broza de café,
escaldados y no escaldados, tratados con diferentes acidos a 1% y 2% de concentracién de

acido, concentrados al vacio

Como se observa, las muestras tratadas con acido ascérbico presentaron una tonalidad
mayor, seguidas por las muestras tratadas con la mezcla de acidos y por ultimo por acido
ascorbico. Sin embargo, los tres tipos de acido generaron tonalidades entre -15 y 15°, lo que
indica color rojo puro (Hunter Lab, 2008). Asi mismo, la concentracién que se utilizé para la

extraccion también genero diferencia entre tonalidades, tal y como se presenta en la figura 17.
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Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0,05).
Figura 17. Tonalidad resultante del promedio de las muestras de extractos de broza de café,

escaldados y no escaldados, de diferentes acidos, concentrados al vacio

Se present6 una diferencia entre el promedio de la tonalidad de las muestras tratadas
con diferentes porcentajes de acidos donde un 1% de acido present6 una tonalidad mayor que

las muestras tratadas con 2% de acido.

Cabe destacar que la tonalidad tiene 360° de 0° a 180° y de 0° a -180°. El valor
predeterminado de una gama de colores es de 90°, de los cuales 30° corresponden a colores

plenos y los restantes 60° tienen un efecto difuminado, es decir, hacia otras coloraciones

(Zuber, 2010).

El color rojo se encuentra entre -45° y 45°, las muestras analizadas se encontraron
entre dicho rango (sin importar el tipo de acido ni la concentracién), a pesar de haber
encontrado diferencias numéricas, segin lo presentado en las figuras 16 y 17, los productos

cumplieron con el propoésito de obtener un pigmento rojo, tal y como se presento en la figura
13.
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5.1.2.1.3. Luminosidad

Para la luminosidad se presentaron diferencias significativas (p<0,05) en la
interacciéon tipo de acido*concentracion (se presentan los resultados en el anexo 9.3.2.3,

cuadro A8). El escaldado no generd diferencias en la tonalidad de los extractos (p>0,05).

El tipo de acido o mezcla de acidos en conjunto con la concentracion utilizada también
presentaron un efecto sobre la luminosidad del producto final. Dichos resultados se resumen

en la figura 18.

® Acido ascérbico

Luminosidad

= Acido citrico

Acido citrico + Acido |
ascorbico

1% 2%
Concentraciéon
Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (LSD?, p=<0,05).

Figura 18. Luminosidad resultante del promedio de las muestras escaldadas y no escaldadas,
aplicados a los extractos de broza de café concentrados al vacio, tratados con dos

concentraciones de varios acidos

Para el caso de los productos obtenidos a partir de la extraccion con disoluciones al

1%, estadisticamente, no hubo diferencias en la luminosidad de los mismos (p<0,05), al

2 Al realizar la comparacion de medias de Tukey no se presenté diferencia significativa entre los acidos
y la mezcla de acidos en ninguna de las dos concentraciones, razén por la cual se decidi6 realizar una
prueba menos conservadora, LSD.



44

comparar el resultado estadistico con las imagenes presentadas en la figura 13, se puede
observar que esto no se cumplid, puesto que al ojo humano si se observé una leve diferencia
en la claridad de los productos, donde los productos tratados con acido citrico, al ojo humano,

se ven mas oscuros.

Las disoluciones al 2% generaron comportamientos diferentes, donde si hubo
diferencia significativa entre los productos obtenidos a partir de acido ascérbico y acido
citrico, siendo estos ultimos los mas oscuros. La mezcla de acidos no generd diferencia en la

luminosidad con respecto a los otros productos tratados con disoluciones al 2%.

Estas diferencias de luminosidad obtenidas se pudieron deber al contenido de
antocianinas de los productos, en donde una alta luminosidad podria indicar un menor

contenido (Mozetic et al., 2004).
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5.1.2. Pigmento de la broza de café secado por aspersion

5.1.2.1. Antocianinas en el extracto de broza de café secado por aspersion

Con respecto al contenido de antocianinas en el extracto de broza de café secado por
aspersion se determiné diferencia significativa (p<0,05) para escaldado y para la interaccion

tipo de acido*concentracion (se presentan dichos resultados en el anexo 9.3.3, cuadro A9).

En la figura 19 se presenta el efecto generado por el escaldado sobre el contenido de
antocianinas, donde se observa que en promedio, las muestras escaldadas contenian una

mayor cantidad.
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Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0,05).
Figura 19. Contenido de antocianinas promedio de las muestras escaldadas y las no
escaldadas de extractos de broza de café tratados con diferentes acidos a dos concentraciones

y secados por aspersion

El efecto generado por el escaldado se debié a que con dicho tratamiento se logré
inhibir la PFO, enzima que, como se mencion6 anteriormente, degrada las antocianinas

(Mazzafera y Robinson, 2000; Patras et al., 2010). Por lo tanto, al inhibir dicha enzima, los
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productos escaldados tuvieron un factor de degradacion de antocianinas menor que los no

escaldados, dando como resultado un mayor contenido de antocianinas.

En la figura 20 se presenta el efecto en conjunto del tipo de acido utilizado para la

extraccion y de la concentracion de los acidos sobre el contenido promedio de antocianinas.
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Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0,05).
Figura 20. Contenido de antocianinas resultante del promedio de las muestras escaldadas y
no escaldadas, aplicados a los extractos de broza de café secados por aspersion, tratados con

dos concentraciones de varios acidos

Se puede observar como en promedio, al utilizar una disolucién al 1%, se obtuvo
menor contenido de antocianinas en aquellos productos tratados con acido citrico. Los
tratados con acido ascorbico y la mezcla de ambos presentaron un contenido de antocianinas

mayor.

Con respecto a las disoluciones de extraccién al 2%, el producto tratado con acido
citrico, como se observa en la figura 16, fue el que presenté mayor contenido de antocianinas,
caso contrario a lo sucedido con las disoluciones al 1%, lo cual se debe que la disolucién de

acido citrico al 2% ejercié un efecto protector que éste tiene sobre las antocianinas (efecto
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que no se obtiene con las disoluciones al 1%), tal y como se presenté de igual manera en los

productos concentrados (Sarni-Machado et al., 2006; Jing y Guisti, 2008; Durge et al., 2013).

5.1.2.2. Color en el extracto de broza de café secado por aspersion

Al igual que para los pigmentos concentrados al vacio, se tomaron fotografias a todos
los pigmentos obtenidos al secar por aspersion los distintos extractos de broza de café. A

continuacion se presentan dichas fotografias.
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Figura 21. Pigmentos obtenidos al secar por aspersion los extractos de broza de café. De

izquierda a derecha, lote 1, 2 y 3 para cada conjunto de productos
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Se puede observar que los pigmentos obtenidos con acido citrico al 2% fueron mas
oscuros que los demas pigmentos, mientras que los extraidos a partir de acido citrico al 1%
presentaron una tonalidad amarillenta. Los pigmentos obtenidos con acido ascérbico fueron
los mas claros. Al comparar entre los pigmentos escaldados y los no escaldados para cada

acido y concentracion, no se logroé observar diferencia de color.

Al igual que para los pigmentos concentrados, con los extractos secados por aspersion
se comparo el tratamiento (escaldado y no escaldado), la muestra o acido utilizado para la
extraccion y la concentraciéon de acido utilizada. A continuacion se presentan los resultados

que presentaron diferencia significativa.

51.2.2.1. Croma

Para el croma se determiné diferencia significativa (p<0,05) entre producto escaldado
y no escaldado y para la interaccion tipo de acido*concentracion (se presentan dichos

resultados en el anexo 9.3.4.1, cuadro A10).

Segun los resultados obtenidos, tal y como se presenta en la figura 22, en promedio,
las muestras no escaldadas superaron al promedio del croma de las muestras escaldadas, es

decir, fueron mas saturadas.
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Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0,05).
Figura 22. Croma resultante del promedio de las muestras escaldadas y las no escaldadas de
extractos de broza de café, tratadas con diferentes acidos a dos concentraciones, secados por

aspersion

Al observar las fotografias de la figura 22, entre tratamientos (escaldado o no
escaldado) no se logr6 apreciar la diferencia que se determin6é numéricamente. Al calcular la
diferencia total entre los promedios de color de las muestras escaldadas y de las muestras no
escaldadas se obtuvo un valor de 1,2. Por lo que practicamente la diferencia determinada

instrumentalmente no se logré percibir al ojo humano (Montesinos, 2003).

Existe un efecto significativo entre la concentracion en la que se realiz6 la extraccion y

el tipo de acido que se utilizé. Dichos resultados se observan a continuacion.
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Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0,05).
Figura 23. Croma resultante del promedio de las muestras escaldadas y no escaldadas,
aplicados a los extractos de broza de café secados por aspersion, tratados con dos

concentraciones de varios acidos

Como se mencioné anteriormente, el croma evalta la sensacion de vividez u opacidad.
Al comparar entre los diferentes acidos utilizados al 1%, se observa que el acido que genero
diferencias fue el ascérbico. Mientras que para la concentracion de 2%, todas las muestras

presentaron, en promedio, diferentes cromas, lo cual se aprecia claramente en la figura 21.

Ademas, al comparar especificamente las muestras tratadas con Aacido citrico, se
observa como la tratada con 1% presenté un croma menor, dando como resultado un color
menos vivo. Dicho fendmeno se pudo deber a que la disolucién de acido citrico al 2% retuvo
mayor cantidad de antocianinas que la disolucion al 1% (seccién 5.1.1.2). Este mismo
resultado se obtuvo en un analisis de la coloracién y retencién de antocianinas en arroz previo
a su extrusion, donde se obtuvo el mismo comportamiento con respecto al croma y ademas la
disolucién de acido citrico al 2% logré retener un 63,24% de antocianinas, mientras que la

disolucién al 1% solamente un 59,97% (p<0,05) (Durge et al., 2013).
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5.1.2.2.2. Tonalidad

Para la tonalidad se determiné diferencia significativa (p<0,05) para las interacciones
tratamiento de escaldado*tipo de acido y tipo de acido*concentracion (se presentan dichos

resultados en el anexo 9.3.4.2, cuadro A11).

En la figura 24 se presentan los resultados para la interaccién entre el tipo de acido
utilizado para la extraccion y el tratamiento de escaldado que recibié la broza previo a la

extraccion.

25

® Acido ascérbico
® Acido citrico

Acido citrico + Acido
ascorbico

Tonalidad (h°)

Escaldado No escaldado

| Tratamiento

Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (Tukey p<0,05).
Figura 24. Tonalidad resultante del promedio de las muestras tratados con dos
concentraciones de varios acidos, escaldadas y no escaldadas, aplicados a los extractos de

broza de café secados por aspersion.

Anteriormente se mencioné que el color rojo se encuentra entre -45° y 45°, por lo que

todas las muestras presentaron coloraciones rojizas.
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Cabe resaltar que en la figura 21 se observa un grupo de productos que se aprecian a
simple vista muy diferentes del resto. Estos fueron tratados con 1% m/v de acido citrico, ya

sea escaldado o no escaldado. Dicha diferencia se presenta numéricamente en la figura 25.
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Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0,05).
Figura 25. Tonalidad, en promedio de extractos de broza de café escaldados y no escaldados,

secados por aspersion tratados con diferentes concentraciones de diferentes acidos

Todas las tonalidades se encontraron entre el rango -45° y 45° sin embargo, la
muestra tratada con la disolucién de 1% de acido citrico, se encontré en promedio alrededor
de 34°, es decir fuera del rango de rojo puro (-15° y 15°), mas bien se encontré difuminado
hacia tonalidades amarillentas como se observa en la figura 21. Esta tonalidad amarillenta se
debe a que la disolucion en mencién no logré una buena retencién de las antocianinas (Durge

etal, 2013), como se menciona en la seccion 5.1.2.2.

Para los otros dos 4cidos al 1% m/v, al igual que para los acidos al 2% m/v, se
presentaron tonalidades en el rango de rojo puro (a excepcion del acido ascérbico al 1%, sin

embargo, este no presenté diferencia significativa respecto a la combinacion de acidos).
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5.1.2.2.3. Luminosidad

Para la luminosidad se determiné diferencia significativa (p<0,05) para la interaccién
tipo de acido*concentracion (se presentan dichos resultados en el anexo 9.3.4.3, cuadro A12).

El escaldado no generé diferencias en la tonalidad de los extractos (p>0,05).

Al igual que en casos anteriores, el acido utilizado y la concentracién del mismo

generaron diferencias significativas (p<0,05) en la luminosidad del producto final. Estos

resultados se resumen en la figura 26.
T
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® Acido citrico

Luminosidad

33
Acido citrico + Acido

22 ascorbico
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1% 2%
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Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0,05).
Figura 26. Luminosidad, resultante del promedio de muestras escaldadas y no escaldadas, de
los extractos de broza de café secados por aspersion tratados con diferentes concentraciones

de diferentes acidos

Los resultados de la figura anterior se pueden corroborar visualmente en la figura 21,
donde las muestras tratadas con disoluciones al 1% fueron similares con respecto a la
luminosidad, dnicamente. Las muestras tratadas con disoluciones al 2% (acido citrico y

mezcla de acidos) fueron menos claras, lo que se debi6é a un mayor contenido de antocianinas

como se analizo6 en la seccion 5.1.2.2.
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En la siguiente seccién se presenta la comparacion general entre los productos
secados por aspersion y los productos concentrados al vacio con el fin de analizar el efecto de

dichas operaciones sobres el contenido de antocianinas y el color.
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5.2. Comparacion del efecto de secado por aspersion y concentrado al
vacio de los pigmentos obtenidos a partir de un extracto de broza de café
sobre la conservacion de antocianinas totales y el color determinado
instrumentalmente.

5.2.1. Antocianinas totales

Para el contenido de antocianinas en el extracto de broza de café secado por aspersion
se determiné que existié diferencia significativa (p<0,05) entre los dos productos, y también
entre los tratamientos de escaldado y para la interaccion tipo de acido*concentracion (ya

analizada previamente) (se presentan dichos resultados en el anexo 9.4.1, cuadro A13).

Con respecto al producto seco, en promedio, presentaron un mayor contenido de

antocianinas por gramo de muestra, como se observa en la figura 27, que el producto

concentrado.
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Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0,05).
Figura 27. Contenido de antocianinas resultante del promedio de los extractos de broza de
café, concentrados al vacio y secados por aspersion, escaldados y no escaldados, tratados con

varios acidos a dos concentraciones
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Cabe destacar que ambos resultados se presentaron en base seca, y a los polvos se le
calculé la materia seca propia de la maltodextrina y se eliminé del calculo para poder

comparar las antocianinas entre polvo y concentrado.

Durante el proceso de secado se trabajé con temperaturas altas, especificamente de
160 °C, sin embargo la evaporacién ocurre inmediatamente, y el producto llega a alcanzar
temperaturas alrededor de 50 - 80 °C (Phisut, 2012). A pesar que anteriormente se menciond
que las antocianinas se degradan a altas temperatura, especificamente mayores a 30 °C, en
este caso, se logré obtener mayor contenido de antocianinas que en los productos
concentrados, debido a que antes de realizar el secado, al extracto inicial se le agregd
maltodextrina, la cual tiene funcion de microencapsulador, protegiendo las antocianinas de la
luz, aire y temperatura (Ariza, 2011; Calvacanti et al., 2011; Chegini y Ghobadian, 2007; Parize
et al, 2008; Léopez et al., 2009), evitando asi la degradacion de las mismas. Ademas, durante el
secado por aspersion, el producto llega a alcanzar temperaturas entre 50 y 80 °C, por unos
cuantos segundos, lo que hace que el periodo de exposicién a temperaturas altas sea muy

corto y se minimice el dafio (Phisut, 2012).

A los extractos iniciales previo a la concentracion no se les agregé maltodextrina, lo
que indica que, a pesar de mantener, durante la concentracion, las disoluciones a
temperaturas menores a la de la degradacién de las antocianinas y protegidas de la luz,
siempre se presento cierta degradacion, probablemente porque el tiempo del proceso fue de

seis horas aproximadamente.

En promedio, los productos escaldados presentaron un contenido mayor de

antocianinas como se aprecia en la figura 28.

Al hacer el promedio de los productos secos y concentrados para comparar el efecto
del escaldado se observa una diferencia en los resultados con el producto concentrado que no
presenté diferencia entre escaldado y no escaldado en el contenido de antocianinas (seccién

5.1.1.1). De ahi la importancia de analizar cada producto por separado, como ya se hizo.
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Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0,05).

Figura 28. Contenido de antocianinas, resultante del promedio de los extractos de broza de

café escaldados y no escaldados, tratados con varios acidos a dos concentraciones,

concentrados al vacio y secados por aspersion

El efecto del escaldado inhibe las enzimas, especificamente la PFO, que es la enzima

que degrada las antocianinas (Patras et al, 2010; Rein, 2005). En promedio, los productos

secos y concentrados, mantienen la tendencia que se observo previamente en la figura 19,

seccion 5.1.2.2, en la cual los productos escaldados tenian un mayor contenido de

antocianinas.
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5.2.2. Color

Para los andlisis de color, solamente se tomara en cuenta la comparacién entre el tipo
de producto (concentrado y secado por aspersion). Lo demas fue evaluado exhaustivamente

en las secciones anteriores.

52.2.1. Croma

Para el croma se determiné diferencia significativa (p<0,05) para tratamiento de
escaldado (analizado con anterioridad) y para la interaccién producto*tipo de
acido*concentracion, para esta ultima se realizé un andlisis unifactorial de 12 niveles (se

presentan dichos resultados en el anexo 9.4.2.1, cuadro A14).

En la figura 29 se observan los resultados promedio del croma, de los productos

concentrados y de los productos secados tanto escaldados como no escaldados.
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Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0,05).

Figura 29. Croma resultante del promedio de los extractos de broza de café escaldados y no
escaldados, tratados con varios acidos a dos concentraciones, concentrados al vacio y secados

por aspersion
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Se puede observar que los productos secos y concentrados y escaldados presentaron,
en promedio, un croma menor, tendencia que se observo anteriormente. Esto se debi6 a que
los productos escaldados presentaron un mayor contenido de antocianinas (como se presento

en la figura 28), disminuyendo la saturacion del producto (Mozetic et al., 2004).

En la figura 30 se presenta el efecto de cada uno de los acidos utilizados, asi como su

concentracion, sobre el croma de los productos, secos y concentrados.
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Acido citrico + Acido ascérbico, 1% ® Acido citrico + Acido ascérbico, 2%

Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0,05).
Figura 30. Croma resultante del promedio de las muestras de extractos de broza de café,

escaldadas y no escaldadas, tratadas con diferentes acidos a concentraciones distintas,

secados por aspersion y concentrados al vacio

En general, los productos concentrados presentaron un croma menor que los que
fueron secados por aspersion, es decir tenian colores menos vivos. Dicho fenémeno se

observa en la figuras 13 y 21.

El hecho que los productos concentrados presentaron colores oscuros se debid al

contenido de agua. En la figura 11.b se presenté una muestra de polvo humedecida, la cual
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tenfa un color similar a los concentrados, ademas los pigmentos secos tenian maltodextrina

que es un polvo blanco, que aclaré los pigmentos.

Para los productos concentrados, aquellos tratados con acido ascérbico y los tratados
con la mezcla de acidos presentaron, en promedio, un croma similar. Para las muestras
tratadas con acido citrico el croma fue menor, para ambas concentraciones como se discutié

anteriormente.

Para los productos secados por aspersion, los que fueron extraidos con disoluciones al
2%, en promedio, presentaron un croma mayor a los tratados con 1%. El acido citrico al 2%
fue el que presenté un croma mayor, seguido por la mezcla de acidos con esa misma

concentracion. Este caso se analiz6 previamente en la figura 23, seccion 5.1.2.2.1.

5.2.2.2. Tonalidad

Para la tonalidad se determiné diferencia significativa (p<0,05) para la interaccion
producto*tipo de acido*concentracion (se presentan dichos resultados en el anexo 9.4.2.2,
cuadro A15). Al haber interaccién triple se realizé un andlisis de datos comparando entre seco

y concentrado (unifactorial de 12 niveles), los resultados se muestran en la figura 31.
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Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0,05).
Figura 31. Tonalidad resultante del promedio de las muestras de extractos de broza de café,
escaldadas y no escaldadas, tratadas con diferentes acidos a concentraciones distintas,

secados por aspersion y concentrados al vacio

Se puede observar como los productos tratados con acido ascorbico y luego
concentrados presentaron en promedio tonalidades similares, al igual se present6 similitud

en los productos secos tratados con acido ascorbico. Mismo caso sucede con las muestras

tratadas con la mezcla de acidos.

En el caso de las tonalidades de los productos secados por aspersion, se observa como
en promedio, las muestras tratadas con 1% de acido citrico presentaron una tonalidad mayor,
la cual se sali6 del rango de rojos puros y se encontré en el rango de rojos difuminados,
especificamente hacia tonalidades amarillas. Este valor numérico se puede corroborar al
observar la figura 21. El acido citrico al 1% no presenté efecto protector sobre las
antocianinas, por lo que la tonalidad obtenida indic6 un menor contenido de antocianinas

como se presento en la figura 20.
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Cabe destacar, como se mencioné anteriormente, tanto los productos concentrados

como los productos secados por aspersion, presentaron tonalidades en el rango -45° y 45°, es

decir presentaron tonalidades rojas.

5.2.2.3. Luminosidad

Para la luminosidad se determiné diferencia significativa (p<0,05) para las
interacciones producto*tipo de acido y producto*concentracion, para las cuales se realizé un
analisis unifactorial de 6 y 4 niveles respectivamente (se presentan dichos resultados en el
anexo 9.4.2.3, cuadro A16).

El tipo o0 mezcla de acidos utilizados durante la extraccién, se comportaron de manera

distinta en los concentrados y en los polvos tal y como se presenta en la figura 32.
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Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0,05).
Figura 32. Luminosidad resultante del promedio de los extractos de broza de café, escaldados
y no escaldados, tratados con diferentes acidos a dos concentraciones, secados por aspersion

y concentrados al vacio
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Se puede observar que los productos concentrados presentaron una luminosidad
menor que los productos secos, lo cual se debié, como se mencioné anteriormente, al
contenido de agua en la muestra. Ademas, a los productos secados por aspersion se les agregd

maltodextrina, que es un polvo blanco y ejerce un efecto de dilucion.

Con respecto a los acidos utilizados, se observa que los productos concentrados no
presentaron diferencia significativa, mientras que en los polvos, en promedio, las muestras

tratadas con acido citrico presentaron una luminosidad levemente menor, lo que indicé un

mayor contenido de antocianinas.

La concentracion utilizada durante la extraccion generoé diferencias en la luminosidad

en los productos en polvo inicamente, como se puede observar a continuacién:
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Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0,05).
Figura 33. Luminosidad resultante del promedio de los extractos de broza de café escaldados
y no escaldados, tratados con diferentes acidos a dos concentraciones, secados por aspersion

y concentrados al vacio

Los productos que fueron obtenidos luego de una extraccién con un 1% de acido y

luego secados por aspersion, presentaron, en promedio, luminosidad mayor. Las muestras
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tratadas con 1% fueron mucho mas claras que las demads, presentando luminosidades
mayores. Caso contrario a las muestras tratadas con 2% de acido citrico, las cuales, a simple
vista fueron mas oscuras. Esto se debe al contenido de antocianinas, en donde un mayor

contenido de antocianinas (figura 20) se reflejé en una menor luminosidad.

Ademas se puede observar nuevamente que los extractos de broza de café secados por

aspersion presentaron una luminosidad mayor, lo cual se analizé previamente.

De estos resultados se obtuvo que los productos obtenidos a partir de la extraccion
con la disolucién de 2% de acido citrico presentaron un color mas cercano al rojo y un mayor
contenido de antocianinas, lo cual fue el objetivo principal de esta investigacion. Estos
resultados se obtuvieron tanto para los productos concentrados como para los secados por

aspersion, teniendo estos ultimos un mejor resultado.

Por esta razon, se decidié analizar los productos obtenidos con dicho medio de
extraccion, escaldados y no escaldados, concentrados y secados por aspersion, con el fin de

analizar el comportamiento a lo largo del tiempo. Los resultados obtenidos se presentan en la

seccion 5.3.
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5.3. Conservacion de color y de antocianinas en los pigmentos obtenidos
al utilizar la disolucion de acido citrico al 2% como medio de extraccion,
durante su almacenamiento en condiciones ambientales por un periodo
de 28 dias.

Previamente se menciond que las antocianinas presentan inestabilidad a lo largo del
tiempo debido a factores como exposicion a la luz, al oxigeno, humedad del producto,
presencia de acido ascorbico, entre otros factores (Leyva, 2009; Wrolstad et al, 2005). Debido
a esta inestabilidad, se analizé el comportamiento de las antocianinas y del color del producto
obtenido a partir de la extraccion con disolucién de acido citrico al 2%, tanto escaldados como

no escaldados, asi como para los concentrados y para los secados por aspersion.

El indice de oscurecimiento se utiliza para la medicién de compuestos oscuros, es un
método indirecto para detectar y monitorear la degradacion de antocianinas a lo largo del

tiempo (Del Pozo-Insafran et al.,, 2007; Jiménez et al., 2010).

En la figura 34 se presenta el indice de oscurecimiento promedio a lo largo del tiempo
de almacenamiento de las muestras en estudio.
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Figura 34. Variacion en el indice de oscurecimiento de los productos obtenidos mediante
extraccion con disolucién de 2% de acido citrico (escaldados y no escaldados), a lo largo del

tiempo de almacenamiento en condiciones ambientales
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Como se puede observar el indice de oscurecimiento de las muestras presentaron una
tendencia a disminuir, lo cual se debe a la reduccién del contenido de antocianinas y/o al
aumento en la cantidad de productos pardos. La disminucién fue menos pronunciada en los
productos secos, por lo que se puede decir que las antocianinas estaban més protegidas que
en los productos concentrados, como era de esperarse al ser un producto con maltodextrina,
producto que, como se mencioné anteriormente, protege a las antocianinas (Ariza, 2011;

Calvacanti et al., 2011; Parize et al., 2008; Phisut, 2012; Lépez et al., 2009)

Esta proteccién de las antocianinas se observa claramente en la figura 35, donde se

presenta la variacién del contenido de antocianinas a lo largo del tiempo de estudio.
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Figura 35. Variacion en el contenido de antocianinas de los produ'ctos obtenidos mediante
extraccion con disolucién de 2% de acido citrico (escaldados y no escaldados), a lo largo del

tiempo de almacenamiento en condiciones ambientales

Los cuatro productos en estudio presentaron una disminucién del contenido de
antocianinas a lo largo del tiempo, sin embargo, dicho contenido en las muestras liquidas
disminuy6 con mayor velocidad que en los productos en polvo. Este fenémeno observado se

pudo deber a dos situaciones, la primera al efecto protector que tiene la maltodextrina sobre
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las antocianinas, donde la adicién de este producto gener6é una emulsion mas estable y
protegio las antocianinas de factores favorecedores de la oxidacién como luz, aire y oxigeno;
ademas, protegi6 de la temperatura durante el secado (Ariza, 2011; Calvacanti et al,, 2011;

Chegini y Ghobadian, 2007; Parize et al., 2008; Phisut, 2012; Lopez et al., 2009).

La segunda razoén se debe a la estabilidad que presentan las antocianinas en productos
con ay bajos, de hasta 0,37 (Amr y Al-Tamimi, 2007), ya que la reaccién de hidrataciéon que
conduce a especies incoloras de antocianinas estd menos favorecida conforme el agua se
vuelve limitante (Wrolstad et al., 2005; Calvacanti et al., 2011; Guisti y Wrolstad, 2001; Lopes
da Silva, 2004).

Es importante mencionar que las muestras en polvo escaldadas presentaron mayor
contenido de antocianinas que las no escaldadas, dicho comportamiento se mantuvo a lo largo

del tiempo y fue discutido anteriormente.

Para el analisis de color, se estudié la luminosidad, el croma y la tonalidad. En la figura

36 se presentan los resultados para la luminosidad de los productos estudiados.
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Figura 36. Variacién promedio de la luminosidad de los productos obtenidos mediante
extraccion con disolucion de 2% de acido citrico (escaldados y no escaldados), a lo largo del

tiempo de almacenamiento en condiciones ambientales
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Los productos secados por aspersion, tanto escaldados como no escaldados,
presentaron una luminosidad relativamente constante, con una leve tendencia a disminuir.
Dicha disminucién de la luminosidad no fue detectable al ojo humano, esto se puede
confirmar, al determinar la diferencia de color (AE) entre el dia 0 y el dia 28, donde para el
pigmento en polvo escaldado se obtuvo 0,96 y para el no escaldado 1,00. Dichos valores,
segln lo que se mencioné anteriormente, fueron menores o iguales a 1, por lo que no fueron

detectables al ojo humano (Hunter Lab, 2008).

Cabe destacar que el valor de AE toma en cuenta la luminosidad y los factores a* y b*,
por lo que se puede decir, que la variacion general de color a lo largo del tiempo de estudio no
era perceptible por el ojo humano. La tendencia a mantenerse constante de la luminosidad se

repiti6 en el croma y en la tonalidad de estos productos como se presenta mas adelante.

Para el caso de los concentrados, se puede observar como presentaron la tendencia a
aumentar la luminosidad a lo largo del tiempo. Dicho fenémeno se pudo deber a la
degradacién de antocianinas a la pseudobase carbinol o chalcona, la cual es incolora,
aclarando el producto en estudio (Leyva, 2009). No se logra decolorar todo el producto debido
a la presencia de antocianinas autoasociadas, las cuales, como se menciond anteriormente,

son mas estables (Garzon, 2008).

En la figura 37 se presenta la variacién promedio del croma a lo largo del tiempo. Se
puede observar como para los productos secados por aspersién, se mantuvo relativamente

constante, como era de esperarse segtin lo mencionado anteriormente.
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Figura 37. Variaciéon promedio del croma de los productos obtenidos mediante extraccién
con disolucion de 2% de acido citrico (escaldados y no escaldados), a lo largo del tiempo de

almacenamiento en condiciones ambientales

Para el caso de los productos concentrados, estos presentaron una leve diminucién en
el croma. Esta disminucién indicé que el color del producto, fue cada vez menos vivo. Esto se

evidencia mas adelante en la figura 38.

La tonalidad hace referencia al color en si que tiene el producto, donde el color rojo
puro se encuentra entre -15 y 15°. Sin embargo, se dice que el rojo en general (incluyendo
colores difuminados) presenta valores desde -45 hasta 45° niveles que se presentan en la

figura 38 con lineas negras punteadas.
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Figura 38. Variacion promedio de la tonalidad de los productos obtenidos mediante
extraccion con disolucion de 2% de acido citrico (escaldados y no escaldados), a lo largo del

tiempo de almacenamiento en condiciones ambientales

Los productos secos, tanto el escaldado como el no escaldado, presentaron una
tonalidad constante, en el rango de rojo “puro” durante los 28 dias de estudio como se

presenta en la figura 39, donde se presenta los productos al primer y al tltimo dia del estudio
de almacenamiento.
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Figura 39. Fotografias de los productos secados por aspersion obtenidos mediante extraccién

con disolucién de 2% de acido citrico (escaldados y no escaldados), al inicio y al final del

tiempo de almacenamiento

Caso contrario ocurrié con los productos concentrados, donde se presentaron
variaciones en los diferentes parametros del color. Alrededor del dia 14, las tonalidades que
se presentaron ya no se consideran rojas, sino azules, no puras pero si difuminadas,
presentando una tonalidad distinta. Esto se puede observar en la figura 40, donde se

presentan imagenes de los productos a los dias 0, 2, 4, 10, 14 y 21.



73

Dia Escaldado No escaldado | Dia Escaldado No escaldado
0 . . i
2 . . )
4 . . i

Figura 40. Fotografias de los productos concentrados al vacio obtenidos mediante extraccion
con disolucién de 2% de acido citrico (escaldados y no escaldados), a diferentes tiempos del

almacenamiento (los concentrados estaban empacados en bolsas transparentes)

Como se corroboré con las imagenes presentadas en la figura anterior, después del dia
14 las muestras ya no se presentaban la tonalidad roja; la muestra escaldada se encontr6 en el
limite entre rojo y azul, mientras que la muestra no escaldada estaba en la zona azul, ya no en

la roja.

El color de las muestras, después del dia 14, se puede considerar café o pardo, esto
debido a que una mezcla de tonalidades a baja saturacién se considera café (Heidelberg, 2012;
X-Rite, 2004). Esta variacion que presentaron los productos concentrados se puede deber a la
presencia de compuestos con coloraciones pardas, los cuales se generan al degradarse las
antocianinas (Rein, 2005; Calvacanti et al, 2011). Dicha degradacién se observé en la figura
35.
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6. CONCLUSIONES

Todos los productos, tanto secos como concentrados, a excepcion de los secados por

aspersion obtenidos con la disolucién de acido citrico al 1%, presentaron tonalidades rojas.

Los productos secos presentaron un contenido mayor de antocianinas que los productos

concentrados (55 °Brix).

El tratamiento de escaldado gener6 diferencias en el contenido de antocianinas de los

productos, mas no asi en el color de los mismos.

Los productos obtenidos a partir de la extraccion realizada con disoluciones de acido citrico al
2%, tanto a partir de broza escaldada como no escaldada, asi como concentrados y secados
por aspersion, presentaron mejores resultados con respecto a color y al contenido de

antocianinas.

El tratamiento de escaldado no genero6 diferencia alguna a lo largo del tiempo en el color y en
el contenido de antocianinas de los extractos de broza de café obtenidos con disolucién de

acido citrico al 2%.

Los productos secados por aspersion, a lo largo del tiempo, presentaron una disminucion en el
indice de oscurecimiento menos pronunciada que la presentada en los productos

concentrados, esta misma tendencia se obtuvo para el contenido de antocianinas.

A lo largo del tiempo, los extractos de broza de café, obtenidos mediante la extraccién con
disoluciones de acido citrico al 2% y secados por aspersion, resultaron mas estables, tanto en
color como en antocianinas, que los extractos obtenidos a partir de la extraccion con la misma

disolucion y luego concentrados.

Los productos secados por aspersion presentaron mejores resultados que los productos
concentrados, tanto inicialmente como 28 dias después de su almacenamiento a temperatura

ambiente.

La tonalidad o hue es el parametro mas importante para el control de calidad de los

pigmentos obtenidos.
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7. RECOMENDACIONES

Analizar la presencia de las enzimas en la broza de café capaces de degradar antocianinas.

Aplicar los pigmentos concentrados y secos a alimentos para determinar su estabilidad en

medios alimenticios con condiciones menos controladas.

Los pigmentos obtenidos son hidrosolubles, por lo que se recomienda utilizarlo en productos
donde se solubilicen adecuadamente, ademas, debido a la inestabilidad debido al pH, se

recomienda utilizarlos en productos como yogurt.

Eliminar los azicares de la broza que se solubilizan durante la extraccion para disminuir los

colores amarillentos.
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9. ANEXOS

9.1. Analisis de la variabilidad de la toma de muestras

Se decidié6 muestrear tres lotes distintos con el fin de incluir en los andlisis la
variabilidad propia del fruto, el cual se puede deber a distintos factores como zona de la finca
de donde se recolectd, variaciones en la temperatura, exposicion al sol, cantidad de lluvia,
grado de madurez del fruto, entre otros factores que pueden afectar la composicion de la

muestra.

A continuacién se presentan los casos donde se presenté dicha diferencia, tanto en

color como en el contenido de antocianinas.

1,40 +

1,20

1,00 -+

base seca

Antocianinas (mg cid-3-rut/g muestra)

Lote-1 Lote-2 Lote-3

Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0,05).
Figura 41. Contenido de antocianinas resultante del promedio de las muestras de extractos
de broza de café, escaldados y no escaldados, tratados con diferentes acidos a dos

concentraciones y concentrados al vacio

A pesar que los lotes 2 y 3 se recolectaron el mismo dia y con las mismas disoluciones
se debe tomar en cuenta la variabilidad propia de la materia prima, donde el fruto puede

verse afectado por la zona de la finca de donde se recolecté, por variaciones en la
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temperatura, en la exposiciéon al sol, cantidad de lluvia o agua, entre otros; factores que

pueden variar la composicion del fruto (Sadeghian-Khalajabadi et al., 2006; Martinez, 2011).
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Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0,05).
Figura 42. Contenido de antocianinas resultante del promedio de las muestras de extractos
de broza de café, escaldados y no escaldados, tratados con diferentes acidos a dos

concentraciones y secados por aspersion

Las diferencias obtenidas se pueden deber a desviaciones propias del procedimiento

de secado por aspersion, por ejemplo alguna oscilacion en la temperatura durante el proceso.

La diferencia obtenida en algunos casos a pesar de ser significativa estadisticamente,

no fue perceptible como se muestra a continuacion.
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7,00 +

6,00

500 +

4,00 +

3,00 +

Luminosidad

2,00

1,00 +

0,00 -

Lote-1 Lote-2 Lote-3

Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0,05).
Figura 43. Luminosidad resultante del promedio de las muestras de extractos de broza de
café, escaldados y no escaldados, tratados con diferentes acidos a dos concentraciones y

concentrados al vacio

Al determinar el AE (diferencia total de color) comparando los lotes, se obtuvieron los

resultados que se presentan en el cuadro Al.

Cuadro A1. Diferencias total de color promedio de los lotes de cada uno de los tratamientos
aplicados para la obtencion de los pigmentos concentrados al vacio

Comparacion AE prom
Lote 1 vs Lote 2 3,3
Lote 2 vs Lote 3 2,0
Lote 3 vs Lote 1 3,0

Un valor de AE menor a 5 y mayor a 1 se considera, industrialmente, una diferencia
perceptible aceptable (Montesinos, 2003), por lo tanto, segun los resultados obtenidos, se
cumple con este parametro, y en general, se presentd una diferencia perceptible aceptable

entre los lotes, por ende, la diferercia de luminosidad obtenida entre lotes se considerd

aceptable.
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21,00 +

18,00

15,00

12,00

Croma

9,00 +

6,00

3,00

0,00 -
Lote-1 Lote-2 Lote-3

Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0,05).

Figura 44. Croma resultante del promedio de las muestras de extractos de broza de café,
escaldados y no escaldados, tratados con diferentes acidos a dos concentraciones y secados

por aspersion

Al determinar el AE, comparando los lotes, se obtuvieron los resultados que se

presentan en el cuadro A2.

Cuadro A2. Diferencias total de color promedio de los lotes de cada uno de los tratamientos
aplicados para la obtencion de los pigmentos secados por aspersion

Comparacion AE prom
Lote 1 vs Lote 2 3,0
Lote 2 vs Lote 3 4,0
Lote 3vs Lote 1 3,5

Los valores obtenidos fueron menores a 5 y mayores a 1, por lo que la diferencia entre
lotes fue perceptible pero aceptable (Montesinos, 2003), por lo que la diferencia de croma

obtenida entre lotes se considera pequeiia.
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Letras diferentes entre las columnas indican diferencia significativa (Tukey, p<0,05).

Figura 45. Luminosidad resultante del promedio de las muestras de extractos de broza de
café, escaldados y no escaldados, tratados con diferentes acidos a dos concentraciones y

secados por aspersion

En el cuadro A2 se presento la diferencia total de color, y se determin6 que dicha
diferencia fue aceptable industrialmente, por lo que la diferencia en la luminosidad, al igual

que en el croma, entre lotes de los pigmentos secados por aspersion fue tolerable o pequeiia.
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9.2. Resultados de la mediciéon de color de producto en bolsa la minada y
fuera de ella

En el cuadro A3 se presentan los promedios obtenidos para los valores L*, a* y b*.
Cuadro A3. Promedios de las mediciones de color realizadas a un objeto en bolsa y fuera de
ella (n=6)

Parametro Sinbolsa Con bolsa

L* 53,50 52,86
a* 40,41 37,69
b* 15,51 13,85

Se realizé un analisis de varianza, dichos resultados aparecen en el cuadro A4.

Cuadro A4. Resultados del anélisis de varianza para la comparacién de medida de color con

bolsa y sin bolsa (p=<0,05)

Sumadelos Mediadelos

Vartable GeE cuadrados cuadrados ¥ pE
L 1 1,235 1,235 6,838 0,026
a* 1 22,114 22,114 107,392 < 0,0001

b* 1 8,217 8,217 99,987 <0,0001




92

9.3. Resultados de los analisis de varianza realizados para determinar el
efecto del escaldado y del medio de extraccion sobre las antocianinas
totales y el color instrumental del pigmento de la broza de café secado por
aspersion y concentrado al vacio.

9.3.1. Analisis de varianza para el contenido de antocianinas en el extracto de
broza de café concentrado al vacio.

Cuadro A5. Resultados del analisis de varianza para el contenido de antocianinas en el
extracto de broza de café concentrado al vacio (p<0,05)

Suma de los Media de los

Fuente GDL F Pr>F
cuadrados cuadrados

Tratamiento 1 0,010 0,010 0,417 0,525
Muestra 2 0,922 0,461 19,144 <0,0001

Concentracion 1 0,196 0,196 8,136 0,009

Lote 2 0,521 0,260 10,820 0,000

Tratamiento*Muestra 2 0,034 0,017 0,698 0,508

Tratamiento*Concentracion 1 0,027 0,027 1,111 0,302
Muestra*Concentracion 2 0,906 0,453 18,818 < 0,0001

9.3.2. Analisis de varianza para color en el extracto de broza de café

concentrado al vacio.

9.3.2.1. Variable saturacién (C*)

Cuadro A6. Resultados del analisis de varianza para la variable C* del extracto de broza de
café concentrado al vacio (p=<0,05)

GDL Sumadelos Mediadelos

Puen cuadrados cuadrados F RS
Tratamiento 1 16,435 16,435 11,167 0,003
Muestra 2 148,953 74,477 50,604 <0,0001
Concentracion 1 4,386 4,386 2,980 0,097
Lote 2 0,558 0,279 0,190 0,828
Tratamiento*Muestra 2 3,429 1,714 1,165 0,329
Tratamiento*Concentracion 1 1,054 1,054 0,716 0,406
Muestra*Concentracion 2 16,976 8,488 5,767 0,009
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9.3.2.2. Variable tonalidad (h°)

Cuadro A7. Resultados del analisis de varianza para la variable h® del extracto de broza de
café concentrado al vacio (p<0,05)

Sumadelos Mediadelos

Fuente 50l cuadrados cuadrados . ek
Tratamiento 1 0,712 0,712 0,030 0,865
Muestra 2 1105,193 552,597 23,035 <0,0001
Concentracion 1 141,256 141,256 5,888 0,023
Lote 2 1,496 0,748 0,031 0,969
Tratamiento*Muestra 2 59,320 29,660 1,236 0,308
Tratamiento*Concentracion 1 19,724 19,724 0,822 0,374
Muestra*Concentracion 2 51,771 25,886 1,079 0,356

9.3.2.3. Variable luminosidad (L*)

Cuadro A8. Resultados del analisis de varianza para la variable L* del extracto de broza de
café concentrado al vacio (p<0,05)

Suma de los Media de los

Fuente GIM cuadrados cuadrados B i
Tratamiento 1 0,777 0,777 0,338 0,566
Muestra 2 2,971 1,485 0,646 0,533
Concentraciéon 1 0,077 0,077 0,034 0,856

Lote 2 28,825 14,413 6,269 0,006
Tratamiento*Muestra 2 12,198 6,099 2,653 0,091
Tratamiento*Concentraciéon 1 0,156 0,156 0,068 0,797
Muestra*Concentracion 2 26,820 13,410 5,833 0,009
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9.3.3. Analisis de varianza para el contenido de antocianinas en el extracto de
broza de café secado por aspersion.

Cuadro A9. Resultados del analisis de varianza para el contenido de antocianinas en el
extracto de broza de café secado por aspersion (p<0,05)

Sumadelos Mediadelos

Fuente GUL cuadrados cuadrados F Prek
Tratamiento 1 0,724 0,724 6,159 0,020
Muestra 2 0,636 0,318 2,704 0,087
Concentracion 1 0,497 0,497 4,225 0,051
Lote 2 1,021 0,511 4,342 0,025
Tratamiento*Muestra 2 0,234 0,117 0,995 0,384
Tratamiento*Concentracion 1 0,000 0,000 0,002 0,965
Muestra*Concentracion 2 3,449 1,725 14,664 <0,0001

9.3.4. Anadlisis de varianza para color en el extracto de broza de café secado por

aspersion.

9.3.4.1. Variable saturacion (C*)

Cuadro A10. Resultados del analisis de varianza para la variable C* del extracto de broza de
café secado por aspersion (p<0,05)

Sumadelos Mediadelos

Fuente GDL F Pr>F
cuadrados cuadrados

Tratamiento 1 9,100 9,100 7,813 0,010
Muestra 2 381,508 190,754 163,777 <0,0001
Concentracion 1 294,395 294,395 252,761 <0,0001

Lote 2 20,802 10,401 8,930 0,001

Tratamiento*Muestra 2 5,216 2,608 2,239 0,128

Tratamiento*Concentracién 1 3,160 3,160 2,713 0,113
Muestra*Concentracion 2 33,390 16,695 - 14,334 <0,0001
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Cuadro A11. Resultados del analisis de varianza para la variable h® del extracto de broza de
café secado por aspersion (p<0,05)

Suma de los

Media de los

Paenie GDL cuadrados cuadrados F i

Tratamiento 1 53,039 53,039 2,223 0,149
Muestra 2 970,269 485,135 20,337 <0,0001
Concentracion 1 1299,908 1299,908 54,491 <0,0001

Lote 2 84,329 42,165 1,768 0,192

Tratamiento*Muestra 2 187,621 93,811 3,932 0,033

Tratamiento*Concentracion 1 79,881 79,881 3,349 0,080
Muestra*Concentracion 2 1187,490 593,745 24,889 <0,0001

9.3.4.3. Variable luminosidad (L*)

Cuadro A12. Resultados del andlisis de varianza para la variable L* del extracto de broza de
café secado por aspersion (p<0,05)

Fuente GDL Sumadelos Mediadelos B Pr>F
cuadrados cuadrados
Tratamiento 1 2,064 2,064 1,700 0,205
Muestra 2 74,217 37,108 30,558 <0,0001
Concentraciéon 1 49,891 49,891 41,085 < 0,0001
Lote 2 45,718 22,859 18,824 < 0,0001
Tratamiento*Muestra 2 7,459 3,730 3,071 0,065
Tratamiento*Concentracion 1 0,306 0,306 0,252 0,620
Muestra*Concentracion 2 29,276 14,638 12,054 0,000
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9.4. Resultados de los andlisis de varianza realizados para comparar el
efecto de secado por aspersion y concentrado al vacio de los pigmentos
obtenidos sobre la conservacion de antocianinas totales y el color.

9.4.1. Analisis de varianza para el contenido de antocianinas en el extracto de
broza de café concentrado al vacio y secado por aspersion

Cuadro A13. Resultados del andlisis de varianza para la variable contenido de antocianinas
(p=0,05)

Suma delos Mediadelos

Fuente GDL cuadrados  cuadrados 5 ki
Producto 1 4,154 4,154 49,292 <,0001

Tratamiento 1 0,453 0,453 5,370 0,025

Muestra 2 1,092 0,546 6,479 0,003
Concentracion 1 0,658 0,658 7,810 0,007

Lote 2 0,873 0,436 5177 0,009
Producto*Tratamiento 1 0,282 0,282 3,346 0,074
Producto*Muestra 2 0,466 0,233 2,762 0,073
Producto*Concentracion 1 0,034 0,034 0,409 0,526
Tratamiento*Muestra 2 0,149 0,075 0,887 0,419
Tratamiento*Concentracion 1 0,016 0,016 0,190 0,665
Muestra*Concentraciéon 2 3,821 1,911 22,672 <,0001
Producto*Tratamiento*Muestra 2 0,1182125 0,059106 0,7014 0,501
Producto*Tratamiento*Concentracion 1 0,010989 0,010989 0,1304 0,7196
Producto*Muestra*Concentracién 2 0,5343792 0,26719 3,1705 0,051
Tratamiento*Muestra*Concentracion 2 0,0249197 0,01246 0,1479 0,863
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9.4.2. Anadlisis de varianza para color en el extracto de broza de café

concentrado al vacio y secado por aspersion

9.4.2.1. Variable saturacion (C*)

Cuadro A14. Resultados del analisis de varianza para la variable C* (p<0,05)

Suma de los Media de los

Fuente GDL F Pr>F
cuadrados  cuadrados

Producto 1 3705,361 3705,361 2493,492 <,0001

Tratamiento 1 24,998 24,998 16,822 0,000
Muestra 2 97,619 48,810 32,846 <,0001
Concentracion 1 185,322 185,322 124,711 <,0001

Lote 2 9,519 4,759 3,203 0,051
Producto*Tratamiento 1 0,538 0,538 0,362 0,550
Producto*Muestra 2 432,845 216,422 145,640 <,0001
Producto*Concentracion 1 113,459 113,459 76,351 <,0001
Tratamiento*Muestra 2 1,178 0,589 0,397 0,675
Tratamiento*Concentracion 1 0,282 0,282 0,190 0,665
Muestra*Concentracion 2 8,556 4,278 2,879 0,066
Producto*Tratamiento*Muestra 2 7,4663 3,733 2,5122 0,0917
Producto*Tratamiento*Concentraciéon 1 3,9318 3,932 2,6459 0,1104
Producto*Muestra*Concentracion 2 41,8092 20,905 14,0676 <,0001
Tratamiento*Muestra*Concentracion 2 3,7885 1,894 1,2747 0,2888
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Cuadro A15. Resultados del analisis de varianza para la variable h°® (p<0,05)
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Suma de los Media de los

Fuente GDL F Pr>F
cuadrados  cuadrados

Producto 1 736,184 736,184 30,692 <,0001

Tratamiento 1 20,730 20,730 0,864 0,357
Muestra 2 810,398 405,199 16,893 <,0001
Concentracion 1 1149,089 1149,089 47,907 <,0001

Lote 2 54,083 27,041 1,127 0,332
Producto*Tratamiento 1 33,022 33,022 1,377 0,247
Producto*Muestra 2 1265,066 632,533 26,371 <,0001
Producto*Concentracion 1 292,074 292,074 12,177 0,001
Tratamiento*Muestra 2 176,204 88,102 3,673 0,068
Tratamiento*Concentracion 1 10,110 10,109 0,422 0,519
Muestra*Concentracion 2 864,701 432,351 18,025 <,0001
Producto*Tratamiento*Muestra 2 70,7383 35,369 1,4746 0,2391
Producto*Tratamiento*Concentracién 1 89,495 89,495 3,7311 0,0593
Producto*Muestra*Concentracion 2 374,5583 187,279 7,8078 0,0012
Tratamiento*Muestra*Concentracién 2 28,6814 14,341 0,5979 0,554
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9.4.2.3. Variable luminosidad (L*)

Cuadro A16. Resultados del analisis de varianza para la variable L* (p<0,05)

— GDL Suma de los Mediade los F Pr>F
cuadrados cuadrados

Producto 1 88365978 88365,980 36608,992 <,0001

Tratamiento 1 0,154 0,150 0,064 0,802

Muestra 2 52,133 26,070 10,799 0,000
Concentracién 1 23,018 23,020 9,536 0,003

Lote 2 42,431 21,220 8,789 0,001
Producto*Tratamiento 1 2,687 2,690 1,113 0,297
Producto*Muestra 2 25,054 12,530 5,190 0,009
Producto*Concentracién 1 26,950 26,950 11,165 0,002
Tratamiento*Muestra 2 18,632 9,320 3,860 0,028
Tratamiento*Concentracion 1 0,013 0,010 0,005 0,943
Muestra*Concentracion 2 54,973 27,490 11,387 <,0001
Producto*Tratamiento*Muestra 2 1,026 0,51 0,2125 0,8093
Producto*Tratamiento*Concentracion 1 0,45 0,45 0,1863 0,668
Producto*Muestra*Concentracién 2 1,123 0,56 0,2326 0,7934
Tratamiento*Muestra*Concentracion 2 0,574 0,29 0,1189 0,8882




