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RESUMEN

Villalta Medina, Krisia.

Estudio de la estabilidad de un extracto rojo en polvo de |a broza de café (Coffea arabica) para su

aplicacidn como ingrediente colorante en alimentos.

Tesis en Ingenieria de Alimentos — San José, Costa Rica.

(K, VILLALTA. 2016; 150 pp: 53 fig.: 90 refs)

En la actualidad el interés y demanda de los colorantes naturales ha tenido un aumento
significativo en el mercado de nuevos productos; debido a que es asociado a un uso seguro en el
alimento y con beneficios en la salud. Por ello, a partir de este estudio se busca determinar la
estabilidad de un extracto rojo de la broza del café (Coffea arabica) en su funcién como ingrediente

colorante en alimentos.

Inicialmente, se aplicé el extracto rojo en soluciones modelo con diferentes condiciones
fisicogquimicas (pH, concentracién de iones calcio, con y sin luz, y temperatura) para observar la
variacion del color y del contenido de antocianinas totales. Luego se realizd un estudio de
almacenamiento de dos productos: yogur y sirope de fresa comparando el extrato rojo en polvo de

café con un colorante artificial mediante la determinacidn del color instrumental.

Para cada pH evaluado se observé un cambio de color y una variacion en el contenido de
antocianinas; para el pH 2 y el pH 3 se presentd el mayor contenido de antocianinas con diferencias
significativas entre ellos para la variable luminosidad L*, cromaticidad C*, pero no para la variable

tonalidad h*.

Por otro lado, el extracto presentd condiciones mas estables con la presencia de iones
calcio a la maxima concentracién de estudio 200mg/ 100mL, ademas presenté estabilidad con luz y

oscuridad y a temperatura ambiente (25 °C), refrigeracion (4 °C) y congelacion (-20 °C).

Sin embargo, se observd una degradacion mads acelerada tanto de color como de contenido
de antocianinas en el extracto al ser sometido a temperaturas altas (55 y 80 °C). Misma
degradacién que se observé durante el almacenamiendo del yogur y el sirope de fresa, en este

ultimo caso evidenciado como un cambio en la tonalidad (h*) roja del pigmento.
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Ambos productos que contenian el extracto rojo en polvo de broza de café, presentaron
diferencias significativas en los parametros de color a lo largo del tiempo y al ser comparados con el
FD&C Rojo No. 40; es decir, para la misma matriz alimentaria el color fue variando durante el

tiempo de almacenamiento y también fue diferente entre un colorante y otro.

Finalmente, se determind la cinética de la reaccién de degradacién de las antocianinas
monoméricas totales presentes en el extracto ante el efecto de la temperatura, donde se observo
vidas medias desde 6 horas hasta 53171 horas a las temperaturas de 80 °C y -20 °C; y una energia

de activacion de la reaccion total de 67,29 KJ/mol.

Palabras clave: ANTOCIANINAS, BROZA, CAFE, COLORANTES NATURALES, ESTABILIDAD,
YOGUR, SIROPE, CINETICAS, DEGRADACION, APLICACIONES, CIANIDINA.

Director de la investigacién: Vargas Aguilar, Pedro.
Unidad académica: Escuela de Tecnologia de Alimentos.

Universidad de Costa Rica.
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JUSTIFICACION

Los colorantes alimentarios juegan un papel muy importante en mejorar la apariencia de los
alimentos. La coloracién de los alimentos, ya sea con aditivos naturales o sintéticos, tiene como
finalidad ayudar a la comercializacion y satisfacer a los consumidores al obtener los colores
deseados en los productos. Ademds, en algunos productos se utilizan para restaurar los tonos
naturales que se perdieron durante la exposicion al aire, la luz, la temperatura, la humedad o
condiciones inadecuadas de almacenamiento; y en el caso de los naturales pueden proteger

sabores y vitaminas debido a su potencial como compuestos antioxidantes (Socaciu, 2007).

Particularmente, los colorantes naturales son de gran demanda para su uso en los
alimentos. Las antocianinas junto a los carotenoides, se encuentran entre los colorantes naturales
mas utilizados en la industria alimentaria, y son las sustancias responsables del color naranja
brillante, rosa, rojo, violeta y colores azules en las flores y frutos de algunas plantas y poseen
propiedades importantes por su actividad antioxidante (Konczak & Zhang, 2004; Castafieda et al.,

2009).

Las antocianinas estan ampliamente presentes en alimentos tales como las uvas, manzanas,
arandanos, moras, fresas, cerezas, uvas, rabanos, maiz morado, entre otros (Bridle & Timberlake,
1997; Eder, 2004; Castafieda et al., 2009); ademas recientemente, algunos estudios encontraron
gue las cdscaras de café fresco y la pulpa son una fuente potencial de las antocianinas cianidina-3-

rutindsido y cianidina-3-glucdsido (Esquivel & Jiménez, 2011).

La broza de café (conjunto de céscara y pulpa) es un residuo agroindustrial del
procesamiento del café que es rico en nutrimentos, pues contiene carbohidratos, fibra, proteinas y
otras sustancias antioxidantes como la cafeina y compuestos fendlicos (Vasquez, 1997; Pandey et
al., 2000; Lopez et al., 2011). Sin embargo, el manejo de este residuo ha llegado a ser un reto para
los productores de este grano, debido a que representa el 45,5% de la composicion total del café;
gue ademads por su composicion quimica es un desecho muy contaminante con una demanda de

oxigeno muy alta (Vasquez, 1997).

En Costa Rica, solo para el afio 2015 las exportaciones de café alcanzaron las 69053
toneladas, para un monto de $309550,8 millones de ddlares incluyendo el café oro, café sin tostar

ni descafeinar, café tostado descafeinado y café tostado sin descafeinar; lo anterior se traduce en
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una produccién de miles de toneladas de broza al afio (PROCOMER, 2015). Ciertos estudios han
llegado a estimar que solo el beneficiado hiumedo de un kg de café verde provoca, mediante la
generacion de las aguas de lavado y los desechos del despulpado, una contaminacién equivalente a

la generada por 5,6 personas adultas por dia (Alfaro & Rodriguez, 1994; Vasquez, 1997).

Por lo tanto, se han buscado alternativas para tratar estos subproductos, como son: abono
organico, combustible, incorporacién en la dieta alimentaria animal, transformacion de la broza en
un alimento saludable y en un extracto natural con propiedades colorantes (Alfaro & Rodriguez,
1994). Esta Ultima alternativa posee gran potencial debido a que las antocianinas serian los
sustitutos ideales para colorantes rojos sintéticos basados en sus colores brillantes que van desde

rojo-naranja a azul.

No obstante, el uso de las antocianinas en los alimentos se ha visto obstaculizado por la
falta de estabilidad, que se ve afectada por factores fisicos y quimicos, tales como temperatura, pH,
luz, disolvente y la estructura de pigmento, asi como factores como presencia de metales o
contenido de azucar, que prevalecen durante el procesamiento de alimentos y su almacenamiento
(Mukhopadhyay, 2000; Mercadante & Bobbio, 2007; Socaciu, 2007). Estas caracteristicas han
conducido a que las aplicaciones de las antocianinas se realicen preferentemente en alimentos de
acidez intermedia para asegurar una predominancia del catién flavilio, molécula en su estado mads

estable (Aguilera et al., 2011).

De esta manera, los colorantes naturales son muy buscados para aplicaciones en bebidas,
productos de confiteria, panaderia y diversos productos lacteos; pues estos productos cumplen con
caracteristicas técnicas tales que permiten asegurar estabilidad en la aplicacién. Por ejemplo, se ha
observado que aplicaciones en productos lacteos como el yogur o la crema agria son alternativas
viables al tener pH alrededor de 4,2 a 4,5, una vida util de pocas semanas, y mantenerse en

condiciones de refrigeracion (Socaciu, 2007; Shipp & Abdel-Aal, 2010).

Debido al enorme potencial de las antocianinas como pigmentos naturales esta
investigacion procura encontrar las condiciones de estabilidad de un extracto rojo en polvo de la
broza de café (Coffea arabica), en soluciones modelo y en productos alimenticios. Estas condiciones
optimizaran la aplicacién comercial del extracto como ingrediente colorante en alimentos,
proporcionando una nueva alternativa natural y representando una opcion viable y de gran impacto

para la utilizacién de los desechos generados durante el procesamiento de café en Costa Rica.



OBIJETIVOS

2.1 Objetivo general

Determinar la estabilidad de un extracto rojo en polvo de la broza del café (Coffea arabica)
en soluciones modelo a diferentes condiciones fisicoquimicas y en dos productos alimenticios en
comparacién con un colorante artificial, mediante la determinacién del color y de las antocianinas

totales, durante un estudio de almacenamiento.

2.2 Objetivos especificos

Evaluar el efecto del pH, concentracién de iones calcio y la exposicion a la luz sobre la
estabilidad de las antocianinas en soluciones modelo que tienen una concentracion fija
del extracto rojo en polvo de la broza de café, a lo largo de un periodo de
almacenamiento.

I. Evaluar el efecto de la temperatura sobre la estabilidad de las antocianinas en
soluciones modelo que tienen una concentracion fija del extracto rojo en polvo de la
broza de café, a lo largo de un periodo de almacenamiento.

M. Comparar la estabilidad de un extracto rojo en polvo de la broza del café con la de un
colorante artificial aplicado a dos productos alimenticios, durante un periodo de

almacenamiento.



MARCO TEORICO

3.1 El Café
3.1.1 Generalidades

El fruto de café (también llamado baya o cereza) es la fruta cruda producida a partir de la
planta del género botanico Coffea y es uno de los productos agricolas mas importantes del mundo
ya que constituye una parte importante de la economia de exportacién de muchos paises (Pandey

et al., 2000; Murugan & Al-Sohaibani, 2012; Mussatto & Teixeira, 2013).

La mayor parte de las bebidas de café consumidas en todo el mundo se elaboran a partir de
la variedad Coffea arabica (Arabica) que se considera la variedad con mejor calidad sensorial y
corresponde aproximadamente el 75-80% de la producciéon mundial, mientras que la variedad de
Coffea canephora (robusta), que es mas dcido, representa alrededor del otro 20-25% (Murugan &

Al-Sohaibani, 2012; Mussatto & Teixeira, 2013).

El fruto del café, como se puede observar en la figura 1, consiste en una piel suave externa,
pericarpio o cascara, generalmente de color verde en las frutas inmaduras, pero que se vuelve rojo-
violeta o rojo oscuro cuando estd maduro. El pericarpio cubre la pulpa de color amarillento, fibroso,
dulce y suave llamada mesocarpio exterior. Esto es seguido por una capa de mucilago, translicida,
incolora, delgada, viscosa y altamente hidratada (también llamada la capa de pectina). Luego hay un
endocarpio fino de color amarillento, también llamado pergamino. Por ultimo, el endospermo, que
corresponde a la piel plateada que cubre el hemisferio del grano de café (Murugan & Al-Sohaibani,

2012).

PIEL O EXOCARPIO PULPA

Ny

GRANO

PERGAMINO z ENDOSPERMO
MUCILAGO

Figura 1. Estructura de las capas de un fruto de café (Adaptado de Esquivel & Jiménez,
2011).
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El café es una mezcla de miles de diferentes compuestos quimicos con propiedades
beneficiosas para la salud; dentro de estos compuestos se encuentran carbohidratos, lipidos,
vitaminas, y otras sustancias tales como la cafeina, el acido clorogénico, alcaloides, moléculas
nitrogenadas, y compuestos fendlicos (Muriel & Arauz, 2010; Murugan & Al-Sohaibani, 2012;
Mussatto & Teixeira, 2013).

Actualmente, alrededor de 8,5 toneladas de café se producen anualmente en mas de 50
paises, donde Brasil es el mayor productor de café del mundo. El documento de perspectivas para
el mercado del café preparado por la Organizacién Internacional del Café (OIC), organizacion que
rige el comercio internacional del café en colaboracién con la Organizacién para la Agricultura y la
Alimentacion (FAQ), estima que la produccién mundial de café en el afio 2015 fue de mas de 143,4
millones de sacos, lo que probablemente aumente hasta 157.281 millones de sacos en el afio 2019

(Pandey et al., 2000; Murugan & Al-Sohaibani, 2012; International Coffee Organization, 2015).

3.1.2 Procesamiento del café

El procesamiento industrial del café, puede realizarse por tres diferentes sistemas: (i) el
tratamiento en seco de café natural, (ii) el proceso himedo de café lavado, y (iii) un proceso
intermedio semi seco (despulpado natural) (Alfaro & Rodriguez, 1994; Pandey et al., 2000; Murugan
& Al-Sohaibani, 2012).

INICIO
Recibo de Seleccion
. i Despulpadao

café de cafe

Secado Lavado Fermentacidn Remocion de
mucilago
Envasado de Almacenamiento

café seco [café

pergamina)

FIM

Figura 2. Diagrama de flujo del beneficio hiumedo del café (Adaptado de Morales, 2014).



En Costa Rica el sistema mas utilizado es el beneficiado himedo, como se puede ver en la
figura 2; este procesamiento requiere del empleo de agua para las distintas operaciones de
preparacion del grano, generando un café conocido como café "suave", de gran calidad vy
aceptacién en el mercado internacional. Este procesamiento industrial del café involucra las
siguientes operaciones: despulpado, desmucilaginado, lavado, secado y posteriormente, la

separacién de la cascarilla para ser clasificado y envasado (Alfaro & Rodriguez, 1994).

Durante el proceso se generan desechos o subproductos que ocasionan alteraciones
directas e indirectas en el medio ambiente, como es el caso de la pulpa, las aguas residuales y la
piel, exocarpio o cascara del café. En algunos casos, la broza de café como se nombra en este
documento al conjunto de la piel o cdscara mas la pulpa, no es liberada junto con las aguas
residuales y es acumulada en dareas cercanas al beneficio, constituyendo un foco generador de

insectos y malos olores (Alfaro & Rodriguez, 1994; Murugan & Al-Sohaibani, 2012).

El manejo de la broza ha llegado a ser un reto para los productores de este grano, debido a
gue este residuo representa el 45,5% de la composicion total del café, como se observa en la Figura
3. Por lo tanto, durante el procesamiento del café se generan grandes cantidades de residuo,
ademads por su composicidén quimica la broza es un desecho muy contaminante puesto que posee

una demanda de oxigeno muy alta (Alfaro & Rodriguez, 1994).

4,5%

:- Piel o exocarpio
41,0%

B Mucilago
. Café oro
B Agua de secado

18,5%
Pulpa

20,0%

Figura 3. Composicion del café en fruta. (Adaptado de Alfaro & Rodriguez, 1994).

Hoy en dia, se han hecho esfuerzos para aprovechar los desechos de café como materia
prima para derivar una serie de productos de valor afiadido tales como enzimas, acidos organicos,

sabores, azUcares, setas y otros materiales compuestos mejorados (Murugan & Al-Sohaibani, 2012).



3.1.3 Composicion de la broza de café

Como se menciond anteriormente durante el procesamiento de café (beneficiado himedo)
se generan desechos que incluyen la piel o cascara y la pulpa (broza de café). Estos dos
componentes tienen una composicion quimica muy similar, cerca de 7,5-15,0% de proteina, 2,0-
7,0% de grasa y 21-32% de carbohidratos; pero ademads contiene sustancias como la cafeina y otros
compuestos fendlicos entre los que se encuentran flavonoides, isoflavonoides, antraquinonas,
antocianidinas y xantonas, asi como los acidos hidroxicinamicos, fenilpropenos, ligninas, fenoles
simples, acidos fendlicos, entre otros (Vasquez, 1997; Pandey et al., 2000; Lépez et al., 2011,

Esquivel & Jiménez, 2012).

Justamente, en la broza de café de la variedad Coffea arabica (Arabica) se pueden
encontrar cuatro clases principales de polifenoles a saber flavanoles, acido hidroxicindmico,
flavonoides y antocianinas. Para el afio 2010, se habian logrado identificar la presencia de las
antocianinas cianidina-3-rutindsido y cianidina-3-glucdsido y su aglicona como las principales
antocianinas, las cuales son las principales responsables de brindar los colores violetas o rojo oscuro
cuando el grano estd maduro. Ademas, taninos condensados (proantocianidinas) son también
componentes importantes de la pulpa y piel de café (Konczak & Zhang, 2004; Prata & Oliveira,

2007; Castafieda et al., 2009; Esquivel & Jiménez, 2012).



3.2 Colorantes naturales en alimentos

3.2.1 Antocianinas

Las antocianinas son flavonoides que pertenecen a una gran familia de polifenoles
presentes en las plantas y son responsables de los colores para muchas frutas y flores observadas
en la naturaleza. Su estructura se basa en un esqueleto de 15 carbonos que conforman un anillo
cromano que lleva un segundo anillo aromatico B en la posicion 2; ésta se complementa con una o
mas moléculas de azlcar unidas en diferentes posiciones de hidroxilacion de la estructura bdsica.
Por lo tanto, las antocianinas son: antocianidinas + azlcares — antocianinas (Delgado & Paredes,

2003; Quintero, 2004; Ortiz et al., 2011).

Estas moléculas muestran una gran diversidad en la naturaleza, pero todos se basan en el
esqueleto de 15 carbonos de las antocianidinas. Tal diversidad representada por un infinito de
colores naturales se produce por la combinacion quimica de 6 de las principales antocianidinas
(pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina, malvidina) con los azlcares y/o grupos
acilo (Delgado & Paredes, 2003; Cuevas et al., 2011; Andersen & Jordheim, 2013), como se observa

en la figura 4.

Aglicona Sustitucion

R1 R2
Pelargonidina H H
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Peonidina OCH3 H
Petunidina OCH3 OH
Malvidina OCH3 OCHs

Figura 4. Estructura y sustituyentes de las antocianidinas (Adaptado de Quintero, 2004).



La estructura molecular juega el papel mas importante pues interviene en la estabilidad de
las antocianinas y a su vez en el color, generalmente con el incremento de hidroxilaciones decrece
la estabilidad, mientras que un incremento de metilaciones incrementa la estabilidad. El color
particular de cada antocianina también depende del nimero y orientacion de los grupos hidroxilos
y metoxilos. Un incremento en la hidroxilacion produce un color azul, mientras que un incremento
en la metoxilacion produce un color rojo (Delgado & Paredes, 2003; Quintero, 2004; Cuevas et al.,

2011, Ortiz et al., 2011).

A continuacidn, se observan las estructuras de las antocianinas identificadas en la broza del

café, como se menciond en la seccion 3.1.3.

OH OH
OH OH OH CH,
® ® s OH
HO 0 HO N OH
y OH V 0
0 0 0 0
HO HO

Figura 5. Cianidina-3-o0-glucdsido y cianidina-3-o-rutindsido (Adaptado de Polyphenols AS,
s.f.).

El azlcar presente en la molécula les confiere una gran solubilidad y estabilidad, que
generalmente se une a la antocianidina en la posicién 3 del grupo fendlico, pero puede también
hacerlo en las posiciones 5y 7. Con base en el nimero de azlcares presentes en su estructura, las
antocianinas se clasifican en: monoglucdsidos (un azlcar), diglucésidos (dos azlcares) vy
triglucdésidos (tres azucares). Los tipos de azUcares presentes pueden ser: monosacaridos,
disacdridos o trisacdridos. Los monosacaridos mas comunes son: pentosas como arabinosa y xilosa,
0 bien hexosas, de las cuales la D-glucosa es la mas frecuente, aunque también pueden estar
presentes galactosa o ramnosa. Los disacdridos mas frecuentes son gentobiosa, soforosa,
sambubiosa y rutinosa. Los trisacaridos reportados pueden ser lineales como la gentotriosa, o bien

ramificados como xilosilrutinosa o glucosilrutinosa (Strack & Wray, 1989; Ortiz et al., 2011).



Estas estructuras son clasificadas como monomeéricas, sin embargo, en algunos casos los
azUcares estan acilados con grupos derivados del acido acético o alguno de los cuatro acidos
cindmicos (p-cumarico, caféico, ferulico o sinaptico). Se ha observado que la presencia de estos
grupos acilo en la molécula de antocianidina le confiere estabilidad ante condiciones extremas de
pH y temperatura. Cuando en la molécula de antocianina se encuentran Unicamente azlcares, se
denominan no aciladas; pero si ademas de los azlcares estan presentes uno o varios radicales acilo,

se catalogan como aciladas poliméricas (Salinas et al., 2010; Ortiz et al., 2011).

En el caso de las antocianinas presentes en la broza de café, se puede hablar de una
combinacién de antocianinas aciladas y no aciladas, debido a que en estudios realizados evaluando
las antocianinas presentes en la pulpa, se han encontrado 24 + 2,0 mg de antocianinas
monomeéricas en 100 g de pulpa fresca sobre una base de peso seco, y un porcentaje de
antocianinas poliméricas de 23 + 5,0 %. Sin embargo, al realizar andlisis de las antocianinas
presentes en la cascara del café, se identifica cianidina 3-rutinésido como la principal antocianina,
seguido de una pequefia cantidad de cianidina 3-glucdsido; ambas antocianinas determinadas como
no aciladas con acidos alifaticos. Es decir, un porcentaje del contenido de antocianinas presentes en
la broza del café (céscara y pulpa), estaria representado por antocianinas poliméricas o aciladas
provenientes de la pulpa, lo cual puede llegar a concederle cierta estabilidad en un extracto (Prata

& Oliveira, 2007; Murthy et al., 2012).

La degradacion de las antocianinas puede ocurrir durante su extraccion, su procesamiento y
su almacenamiento. Por lo tanto, un conocimiento correcto de los factores que rigen la estabilidad
de antocianinas como se presenta en la siguiente seccién, parece ser decisivo en términos de una

aplicacion en matrices de alimentos con funcién como colorante (Gould et al., 2009).
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3.3 Estabilidad de las antocianinas a lo largo del tiempo

3.3.1 Factores que afectan la estabilidad de las antocianinas

3.3.1.1 Efecto del pH

El pH es un factor de gran importancia en la estabilidad de las antocianinas, pues como se
menciona con frecuencia en la literatura, las antocianinas coexisten en equilibrio en cuatro formas
diferentes. Las condiciones de pH cambian este equilibrio hacia una variedad de formas
estructurales, con las consecuencias directas de los cambios de color de estos pigmentos (Brat et

al., 2007; Francis & Markakis, 2009).

Esta capacidad de las antocianinas de cambiar de color de manera dramatica con cambios
en la acidez, ha llevado a diversos investigadores a iniciar estudios sobre la estructura de las
antocianinas desde hace casi 90 afios. Se estudiaron la cinética y los equilibrios de las cuatro
especies de antocianina que existen en solucién acuosa (ver figura 6). El catién flavilio es de color
rojo, es la forma mas estable y predominante a valores de pH por debajo de 4; la pseudobase
carbinol, es incolora; la base chalcona, es de color amarillo pdlido o incolora; y la base quinoidal es
purpura palido o azul (Brat et al., 2007; Francis & Markakis, 2009; Gould et al., 2009; Cavalcanti et
al., 2011).

R4 R1

fL ._~0H ﬂl\ . OH
HO o . HO . o

o NN i, RN

| ,l/ R H* | f - R
e . s
[ 0GI lole]]

oGl oGl
Base Quinocidal (azul) Cation Flavilio (roje)
pH=7 pH=1
+Hz0
.H"
R1
Ry OH
Al
"R, - T~ “oal
oGl o ole]
Chalcona (incoloro) Pseudo base carbinol (incoloro)
pH=4,5 pH=4,5

Figura 6. Estructura de la antocianina a diferentes pH (Adaptado de Quintero, 2004).
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Los efectos del pH en condiciones modelo (de 0,6 a 5,5) fueron cubiertos por Nielsen et al.
(2003) para cuatro antocianinas (3-o-glucdsido, cianidina glicosilada, rutinésido y delfinidina
rutindsido). Después de 24 horas, mas del 90% de las antocianinas estaban intactos hasta pH 3,3,

mientras que aumentd en gran medida la inestabilidad a un pH mayor que 4,5 (Brat et al., 2007).

Al mismo tiempo que su estructura de catién flavilio le confiere inestabilidad, la molécula
de antocianina posee propiedades hidrdéfilas a través de los grupos hidroxilo en las terminaciones
de azlcares, en partes de su estructura y en los grupos acilo que posee. Estos grupos hidroxilo
tienen una alta capacidad de formar enlaces de hidrégeno, lo que también contribuye a esta
inestabilidad ante cambios del pH del medio (Francis & Markakis, 2009; Andersen & Jordheim,
2013).

3.3.1.2 Efecto de la temperatura

El efecto de la temperatura sobre los pigmentos y colorantes, ha sido bien estudiado
debido a su evidente importancia dentro de la calidad e inocuidad de los alimentos. Generalmente,
se ha observado que a altas temperaturas se da una rapida disminucién del pigmento y/o
colorante; por ejemplo, algunos estudios informan una vida media de sélo 1 h para los pigmentos
en una conserva de fresa a 100 °C (Mercadante & Bobbio, 2007; Francis & Markakis, 2009;
Cavalcanti et al., 2011).

En las investigaciones realizadas, se ha encontrado una relacidon logaritmica de primer
orden entre la temperatura y la destruccién de las antocianinas, durante un tiempo de
calentamiento a una temperatura constante. Sin embargo, el mecanismo de degradacién de la
antocianidina no se entiende completamente. Se ha observado que temperaturas mas altas
desplazan el equilibrio hacia la formacion de la pseudo base carbinol y la forma chalcona (formas
incoloras, ver figura 6), obteniendo una pérdida resultante de color (Mercadante & Bobbio, 2007;

Francis & Markakis, 2009).

Afortunadamente, en frio y la acidificacién, la base quinoidal y la pseudobase carbinol son
facilmente convertidos de nuevo a la forma catidnica (cation flavilio); la forma de chalcona también
se reconvierte, pero el cambio es mucho mas lento. La lentitud de la reconversién chalcona puede

tener implicaciones en los datos cuando se realiza estudios de degradacion de alta temperatura en
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corto tiempo, por lo que se debe considerar que, si las condiciones de analisis no permiten
reestablecer equilibrios, los datos pueden ser inexactos (Francis & Markakis, 2009; Gould et al.,

2009).

Se ha observado en estudios que cianidina 3-glucdsido y cianidina 3-rutindsido fueron
degradados a 100 °C en soluciones acidas débiles en el rango de pH de 1 a 4. Sin embargo, también
encontraron que el colorante secado por aspersién se mantuvo estable al calor (Mercadante &

Bobbio, 2007).

3.3.1.3 Efectodelaluz

En diferentes estudios se ha demostrado como los efectos de la luz sobre soluciones que
contienen antocianinas, es generalmente perjudicial. Los monoglucésidos tales como: cianidina-3-
glucdsido, pelargonidina-3-glucdsido, peonidina-3-glucdsido son menos estables y los diglucésidos
no acilados presentan una estabilidad intermedia (Francis & Markakis, 2009; Cavalcanti et al,,

2011).

Durante el estudio de los colorantes extraidos de la uva e incorporados en la formulacion
de una bebida carbonatada, se demostré un aumento de la degradacion cuando estos eran
expuestos a la luz. Las bebidas almacenadas a 20 °C en oscuridad la vida media fue de 416 dias y la

obtenida en los ensayos expuestos a la luz del dia fue de solo 197 dias (Francis & Markakis, 2009).

La degradacién del pigmento, el desarrollo del color, la claridad e inestabilidad a la luz en
los refrescos puede ser minimizada, mediante la adicion de acido galico, dimeros de acido galico,
acido tanico, flavonas o flavonoles. También la adicién de compuestos sulfonados o que contienen
azufre puede aumentar la fotoestabilidad de antocianinas, este efecto se atribuye al enlace que se
forma entre el sulfonato de carga negativa y la estructura flavilio deficiente en electrones; este
efecto se observd en un refresco de uva que contenia cianidina-3- rutindsido, el cual se hizo mas

estable a la luz al afladir quercetina-5-sulfonato (Francis & Markakis, 2009).
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3.3.1.4 Efecto de la concentracion

Se ha encontrado que un aumento en la concentracién de las antocianinas ha mejorado en
gran medida la estabilidad del color en un jarabe de fresa. Ademas, se observé que la concentracién
total de antocianinas era mas importante en relacién con la estabilidad del color de los diferentes

tipos de antocianinas individuales (Cavalcanti et al., 2011).

En general, los cambios de color son dependientes del disolvente y la concentracién de
antocianinas. Por lo tanto, el agua juega un papel fundamental en la dimerizacién de sales de flavilio
debido al hecho de que estas moléculas requieren neutralizar sus propias repulsiones
electrostaticas con las moléculas de agua por lo que la dimerizaciéon puede llevarse a cabo

(Castafeda et al., 2009).

3.3.1.5 Efecto del oxigenoy acido ascorbico

La pérdida de antocianinas ante la presencia de oxigeno depende del pH y se relaciona con
la concentracion presente de la pseudo-base. El oxigeno amplifica el impacto en procesos de
degradacion de antocianinas, y junto a la presencia de acido ascorbico favorecen la pérdida de las

antocianinas (Cavalcanti et al., 2011).

La retencion de color es mejorada cuando el oxigeno es removido (puede ser por
calentamiento, por vacio o por flujo de nitrogeno). Esta eliminacién de oxigeno protege contra la
degradacién térmica, pues algunos investigadores han llegado a demostrar que una atmosfera de
oxigeno restringida permite mejorar la capacidad antioxidante inicial y el contenido de antocianinas

en fresas frescas almacenadas en frio (Quintero, 2004; Cavalcanti et al., 2011).

Algunos autores han informado que la presencia de oxigeno, junto con la temperatura
elevada, era las combinaciones mas perjudiciales de muchos factores ensayados contra el deterioro
del color tanto en los jugos como en las antocianinas aisladas, catalogados como los “agentes

aceleradores mas especificos” (Quintero, 2004; Francis & Markakis, 2009; Cavalcanti et al., 2011).

Por otra parte, se han identificado dos mecanismos mediante los cuales el acido ascérbico
puede aumentar la velocidad de degradaciéon de antocianinas, el primero consiste en la
condensacion directa del acido ascoérbico en el carbono 4 de la molécula de antocianina, causando

la perdida de ambos. El segundo es por la ruptura oxidativa del anillo de pirilo, donde el acido
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ascorbico actla como un activador de oxigeno molecular, produciendo radicales libres (Bobbio &

Mercadante, 2008; Francis & Markakis, 2009; Cavalcanti et al., 2011).

Durante un estudio de la estabilidad del color del jarabe de fresa con vy sin la fortificacion de
antocianinas de grosellas negras (cianidina y delfinidina 3-glucdsidos y 3-rutindsidos) y con niveles
equivalentes de acido ascorbico, se observd mayor estabilidad en las muestras fortificadas y una
disminucion de la estabilidad con la adiciéon de acido ascérbico (Bobbio & Mercadante, 2008;

Cavalcanti et al., 2011).

La interaccién de acido ascérbico y el oxigeno puede ser mediada por el H,0,, debido a que
uno de los mecanismos de oxidacion del acido ascérbico produce peréxido, y el perdxido puede
blanquear las antocianinas. Ademas, se informé que el dcido dehidroascérbico también podria
decolorar las antocianinas, pero a un ritmo mas lento que el dcido ascérbico (Francis & Markakis,

2009).

3.3.1.6 Efecto de los azlcares

El efecto de la adicion de azucar en la estabilidad de antocianinas depende de la estructura,
concentracion y tipo de azucar. Se ha observado como una baja concentracién de azlcar, menor a
20%, podia tener un efecto protector sobre el contenido de antocianinas y la calidad del color, pero
al aumentar la concentracion de azucares este efecto se reduce y da lugar a la degradacién (Bobbio

& Mercadante, 2008; Francis & Markakis, 2009; Cavalcanti et al., 2011).

Tanto los azUcares, como sus productos de degradacidén son conocidos por disminuir la
estabilidad de las antocianinas y pueden reaccionar por mecanismos de Maillard. Los estudios han
exhibido que la tasa de degradacion del pigmento estd asociada con la velocidad a la que se
degrada el azlcar, cuando se forman compuestos marrones (Bobbio & Mercadante, 2008; Francis &

Markakis, 2009; Cavalcanti et al., 2011).

3.3.1.7 Otros efectos

Se ha observado que algunos compuestos pueden tener un efecto sobre la estabilidad de
las antocianinas en condiciones de almacenamiento. Este es el caso de los sulfatos y sulfitos que
son utilizados en el almacenamiento de frutas, estos compuestos son responsables de producir

decoloracion en las antocianinas (Bobbio & Mercadante, 2008; Cavalcanti et al., 2011).
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El efecto ocurre debido a la adicidn de estos compuestos en los carbonos de las posiciones
2 0 4 con la formacion de estructuras incoloras derivadas de azufre. La reaccion es reversible, el
color puede ser regenerado por acidificacion y calentamiento del producto. Sin embargo, altas
concentraciones mayores de 10 g de sulfitos por kg, pueden causar la destruccién irreversible de las

antocianinas (Cavalcanti et al., 2011).

Por otra parte, se ha observado que el didxido de azufre, EDTA, y una combinacion de
diéxido de azufre y EDTA ejerce pequefios efectos sobre las pérdidas de antocianinas en purés y

jugos de fresa durante 10 semanas de almacenamiento a -20 °C (Bobbio & Mercadante, 2008).

3.3.2 Mecanismos de estabilizacién de antocianinas

3.3.2.1 Encapsulacién

La encapsulacién es una tecnologia dirigida hacia la inmovilizacién e incorporacion
(atrapamiento) de un compuesto bioldgicamente activo dentro de las particulas sélidas (micro
esferas) o vesiculas de un liquido con el fin de estabilizar la estructura y proteger el compuesto

activo (Cavalcanti et al., 2011).

Este mecanismo facilita que moléculas, tales como: antocianinas y carotenoides puedan
mantener su estabilidad y mejorar su vida Util. En general, se ha observado como la encapsulacién
ha incrementado la estabilidad de las antocianinas con independencia de la técnica utilizada, en
contraste el grado de estabilizacion parece estar directamente relacionada con la técnica empleada
y las condiciones de encapsulacion (Ersus y Yurdagel, 2007; Cavalcanti et al., 2011; Pagani et al.,

2012).

Se ha estudiado diferentes técnicas de encapsulacién con diferentes materiales de
revestimiento como, por ejemplo: el uso de maltodextrina, beta-ciclodextrina, quitosano, acetato
de celulosa, alginato de sodio, pectina, curdlan y otros polimeros naturales; en combinacion con
técnicas de encapsulacién, tales como secado por aspersion, secados alternativos, secado en
condiciones suaves, formacién de micro-nanocapsulas homogéneas, técnicas de fluidos
supercriticos, ultrasonido, entre otros. Sin embargo, la técnica mas comun aplicada para la
encapsulacion de antocianinas es el secado por aspersion con maltodextrinas como material de

revestimiento (Cavalcanti et al., 2011; Pagani et al., 2012).
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Es decir, las técnicas de encapsulacion son una forma efectiva de estabilizaciéon de
antocianinas, en el que el efecto protector de encapsulacion tiene muchas ventajas, no sélo en la
estabilidad del compuesto que impiden posibles interacciones fisicas o quimicas con el ambiente
externo asegurando con ello una mejor calidad y una mayor vida Util, sino también en la creacién
de una gama de posibles aplicaciones industriales. Sin embargo, este método de estabilizacion tiene
algunos inconvenientes como el requisito de equipos sofisticados y alto porcentaje de pérdidas en

el proceso (Cavalcanti et al., 2011).

3.3.2.2 Copigmentacion

La copigmentacién es la interaccion electrénica planar en los grupos cromodforos de las
antocianinas. Es formada preferiblemente bajo condiciones acidas y pueden aumentar la
estabilidad de antocianinas, afectar su color y mejorar sus propiedades antioxidantes. Por ejemplo,
este fendmeno puede hacer que el color de las antocianinas en una planta sea mas azul, mas
brillante y mas estable debido a la interaccion entre las sustancias organicas y antocianinas (Del
Pozo-Insfran et al., 2004; Quintero, 2004; Brenes et al., 2005; Jing & Giusti, 2005; Bordignon et al.,
2007; Francis & Markakis, 2009).

Los copigmentos son sistemas ricos en electrones que son capaces de asociarse con iones
de flavilio, que son mas bien pobres en electrones. Su papel basico es proteger el catidn flavilio del
ataque nucledfilo de la molécula de agua, en la posicion 2 del ion flavilio y de otras especies tales
como peroxidos y didxido de azufre en la posicién 4 (Bordignon et al., 2007; Gris et al., 2007,

Bobbio & Mercadante, 2008; Castafieda et al., 2009; Mulinacciand & Innocenti, 2012).

La copigmentacién resultante se basa en dos efectos: (1) la formaciéon del complejo -t que
causa cambios en las propiedades espectrales de las moléculas, especificamente en el ion de flavilio
gue aumenta la intensidad de absorcién y su longitud de onda (desplazamiento batocrémico); y (2)
la estabilizacién de la forma de flavilio que desplaza el equilibrio de tal manera que el color rojo
aumenta, y puede afectar principalmente a dos atributos de color, croma y luminosidad. Por lo
tanto, la magnitud del efecto de copigmentacion es pH dependiente, debido a valores bajos de pH,
todas las moléculas de antocianina estan en forma de flavilio, y a valores altos de pH, la antocianina

esta en su forma carbinol pseudobase, que es incoloro (Gris et al., 2007; Castafieda et al., 2009).
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La interaccién antocianina-copigmento puede llevarse a cabo de diversas formas
dependiendo de las especies que interactlan (ver Figura 7), por ejemplo, existe autoasociacion
cuando dos o mas moléculas de antocianina se asocian, copigmentacion intramolecular donde el
copigmento es parte de la molécula de antocianina, copigmentacién intermolecular donde la
antocianina estd vinculada con una sustancia incolora, la interaccién con un metal, por ejemplo
aluminio o cobre, y por Ultimo, en el caso mas complejo, la copigmentacién con sales inorganicas

(Giusti & Wrolstad, 2003; Castafieda et al., 2009; Cavalcanti et al., 2011; Mulinacciand & Innocenti,

2012; Fischer et al.,, 2013).
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Figura 7. Efecto de la copigmentacion en la interacciéon de las antocianinas: (A)
autoasociacion, (B) copigmentacion intramolecular, (C) complejo con metal, (D) copigmentacién

intermolecular (Adaptado de Castafieda et al., 2009).
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El mecanismo de auto-asociacién, es decir, cuando dos o mas moléculas de antocianina
estan asociadas, es andlogo a las interacciones de apilamiento vertical donde las moléculas de
antocianinas se forman y estabilizan principalmente a través de las interacciones con grupos
hidrofobos entre sus nucleos aromaticos. Este efecto se verificd, en una prueba donde se aumentd
la concentracion de cianidina 3,5-diglucésido, y se observd el consiguiente desplazamiento
batocromico en la longitud de onda de maxima absorciéon en el espectro, estabilizando y mejorando

el color de la antocianina (Bobbio & Mercadante, 2008; Cavalcanti et al., 2011).

Por otro lado, la copigmentacién intermolecular es la interaccidon entre una antocianina y
un copigmento incoloro, que no estd unido covalentemente a la molécula de antocianina. La
interaccién se da por fuerzas de Vander Waals, interaccion hidrofébica u otras interacciones idnicas

(Bobbio & Mercadante, 2008; Cavalcanti et al., 2011).

Los mejores cofactores son tipicamente compuestos que contienen muchos grupos
hidroxilo, tales pueden ser flavonoides (quercetina y rutina), alcaloides, aminodcidos, acidos
organicos, polisacaridos y nucledtidos, entre otros (Gris et al., 2007; Bobbio & Mercadante, 2008;

Castafieda et al., 2009; Francis & Markakis, 2009).

En cuanto la copigmentacién intramolecular, estd implica principalmente las formas
aciladas de las antocianinas en el que uno o dos restos de azlcar muestran un enlace éster con
acidos cindmico, incluyendo p-cumarico, cafeico, ferdlico, sindpico, gdlico, dcidos p-hidroxibenzoico,

grupos aromaticos y otros flavonoides (Brat et al., 2007; Mulinacciand & Innocenti, 2012).

Se ha estudiado la influencia de la copigmentacién de acido pirdvico con cuatro
antocianinas  (cianidina-3-o-glucdsido, cianidina-3-o-rutindsido,  cianidina-3-o-sambubidsido,
cianidina-3-o-sofordésido), se encontrd que a pH 1-2, se presentd una pérdida de saturacion (C*<0) y
un aumento de la luminosidad de la solucion de (L*> 0); es decir, una pérdida de color en
comparacién con soluciones que solo tenian el pigmento, en las mismas condiciones de pH y de
concentracion. Sin embargo, para pH 5 a 7, se observd el fendmeno inverso, con las soluciones que
tenian el copigmento se obtuvo mas color que el control. Por lo tanto, el comportamiento especial
de estos copigmentos de acuerdo con el pH puede influir directamente en su aplicacién en la

industria alimentaria (Brat et al., 2007).
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3.3.2.3 Efecto de los metales

En cuanto a los metales, las antocianinas son muy reactivas frente a los metales por lo que
han sido una preocupacién dentro de los procesos de alimentos a causa de consideraciones de
embalaje, contaminacién en lineas de proceso, la presencia normal de metales en los productos o

debido a la adicion deliberada de sales a los alimentos (Francis & Markakis, 2009).

Esta capacidad de las antocianinas para interactuar con metales formando nuevos
compuestos es muy relevante para la estabilidad del color en solucion ya que se ha considerado
como el primer paso en la formacién de nuevos pigmentos derivados de antocianinas (Gould et al.,
2009). Se ha observado que, algunos cationes diy trivalentes pueden formar complejos débiles con
antocianinas, causando desplazamientos batocrémicos de las longitudes de onda de mdéxima
absorcién, reflejado a través de un cambio de color o efecto "azulado" (Francis & Markakis, 2009;

Gould et al., 2009; Cavalcanti et al., 2011).

Las antocianinas pueden formar complejos con estafio, aluminio, cobre e hierro, por
ejemplo, se ha observado que cianidina-3-o-glucésido forma un complejo de color estable en
presencia de iones de aluminio a un pH de 5,5; y con quelatos de hierro, aluminio y estafio, el pH es
critico (pH 3,0 a 3,5) ya que un cambio de pH de sélo 0,1 unidad puede cambiar el color de rojo a
azul. Por otro lado, en investigaciones se observé que iones de metal bivalente como cobalto,
niquel, calcio, magnesio o bario no forman complejos con cianidina 3,5-diglucésido, en el intervalo
de pH 4 a 6; pero en otras condiciones el Ca, Cu y Fe son capaces de complejar y estabilizar la

cianidina (Francis & Markakis, 2009; Cavalcanti et al., 2011).

Mientras que los quelatos, formados con estafio, titanio, cromo, uranio, plomo, hierro,
estafio, y complejos de aluminio son relativamente estables y muestran un color azul profundo. En
algunos estudios se ha estabilizado el color de puré de fresa mediante la adicion de sales de estafio,
pero una decoloracién de color rosa similar se observd con el sauerkraut producido por la
contaminacién de los productos con metal proveniente de la lata en que era empacado. También,
se ha logrado mejorar la estabilidad del color de la cereza amarga, uva y zumos de fresa mediante la

adicién de sales de aluminio y estafio (Francis & Markakis, 2009; Cavalcanti et al., 2011).

La relativamente buena estabilidad de los complejos de metal de antocianina ha llevado a la

sugerencia de que sean utilizados como colorantes, pues pueden provocar una variacién de color
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estable con efecto positivo o negativo. La quelacion de metales representa una forma importante
de estabilizacién de las antocianinas presentes en los productos derivados de frutas tales como
ZUmos y Vvinos; y cuyo enriguecimiento con metales puede corresponder a un aumento del valor
agregado, asi como un mecanismo de estabilizacion quimica para garantizar la calidad nutricional y

sensorial de los productos (Francis & Markakis, 2009; Cavalcanti et al., 2011).

3.4 Aplicaciones de colorantes naturales en alimentos

Debido a la transformacién de las antocianinas al experimentar cambios en el pH, su
aplicacion en sistemas para la alimentacion suele realizarse en alimentos acidos (pH < 3), para
asegurar un predominio del catién flavilio. Esta estructura le da la capacidad para resistir a la
hidratacién, y por lo tanto le confiere mayor estabilidad de color ante cambios de pH, exhibiendo la

coloracién de acido débil, neutro o de soluciones ligeramente alcalinas (Giusti & Wrolstad; 2003).

Dentro de la gama de productos lacteos se ha evaluado la viabilidad de utilizar antocianinas
aciladas a partir de fuentes comestibles para dar color a productos como el yogur y la crema agria,
con niveles de pH cercanos a 4,2-4,5. En este caso fueron evaluados los extractos de rabano rojo,
zanahoria y la uva, los resultados mostraron que el rdbano y zanahoria solos o en combinacién
podria proporcionar color rojo deseable a estos sistemas en concentraciones tan bajas como de 5
mg de antocianina por 100 g de muestra (Giusti & Wrolstad; 2003; Bordignon-Luiz et al., 2007; Gris
et al., 2007; Hassani & Sharifi, 2012).

Por otra parte, en algunos estudios utilizaron las antocianinas extraidas de la uva para ser
aplicadas en yogur almacenado a 4 °C, observandose que el enrojecimiento disminuyd y su
amarillez aumentd en un periodo desde 12 horas hasta 45 dias, concluyendo que estos pigmentos
tienen la estabilidad adecuada y podrian aplicarse comercialmente (Giusti & Wrolstad; 2003;

Bordignon-Luiz et al., 2007; Gris et al., 2007; Hassani & Sharifi, 2012).

También se aplicaron extractos de antocianinas provenientes de la uva en diferentes
productos, evaluando la estabilidad a lo largo del tiempo. Se aplico el extracto en un postre lacteo
almacenado a 4 °C durante un periodo de 10 dias y se observé como el enrojecimiento disminuyd y
su amarillez aumentd; mientras que, al evaluarlo en gelatina conservada a 4 °C, el parametro L* de

luminosidad decrecid y la proporcion de rojo a amarillo disminuyd. De igual forma se aplicd en dos
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versiones de helado, duro y suave, almacenados a -21 °C; en el caso del helado duro se presentd
una disminucién en el enrojecimiento del producto que se debe a la destruccion de las
antocianinas; y en el helado suave, se observé un incremento de L* claridad; y se hizo mas oscuro y

se hizo menos rojo (Hassani & Sharifi, 2012).

Ademas, se han realizado estudios aplicando otros extractos de antocianinas en la leche
descremada, en leche entera y en queso. Se observaron resultados satisfactorios, encontrando que
estos extractos fueron estables durante 173 y 223 minutos a 70 °C, en el caso de la leche y de hasta

un periodo de 40 dias en el caso del queso (Prudencio et al., 2008; Jing & Giusti, 2015).

Es importante sefialar que la vida Util de estos productos lacteos es de sdlo unas pocas
semanas bajo refrigeracion, y estas condiciones favorecen la estabilidad de estos pigmentos
naturales, por lo tanto, se convierten en alternativas viables. Sin embargo, también se descubrio
gue el contenido de grasa tiene un efecto sobre las caracteristicas de color, lo que sugiere que el
contenido de grasa puede afectar a la copigmentacion y apilamiento de los pigmentos de

antocianina (Giusti & Wrolstad; 2003).

Por otra parte, se han encontrado algunos estudios que han realizado mediciones en la
gama de productos dulces y azucarados. Por ejemplo, se ha realizado mediciones de color en un
jarabe de cerezas, encontrando que las antocianinas extraidas de rdbanos rojos imparten el color
rojo, muy cercano al obtenido por FD&C Rojo No. 40 a pH de 3,5. El color y la estabilidad del
pigmento eran evaluados durante un afio de almacenamiento en la oscuridad a 20 °C, y la vida util
encontrada fue de 29 a 33 semanas, muy similar a la encontrada con el FD&C Rojo No.40 de 24

semanas (Giusti & Wrolstad; 2003).

lgualmente, se observd la aplicacion de un extracto de antocianinas en mermelada de fresa,
almacenada a 20 °C y 4 °C, donde sdlo se obtuvieron pequefias diferencias en el pardmetro de
medicién de color b* y de claridad L*, después de 24 semanas de almacenamiento independiente

de las condiciones (Holzwarth et al., 2013).

En cuanto a la aplicacion en sistemas de bebidas, en algunos estudios evaluaron diferentes
extractos de antocianinas provenientes del rdbano y de las papas purpuras, que fueron comparados
con FD & C Rojo N0.40, en una bebida a 25 °C. En el primer caso, se compard ambos pigmentos y se

obtuvo una mayor estabilidad para los jugos que contenian extracto de rabano con 22 semanas de
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vida media en comparacién con 11 semanas de vida media para las muestras que tenian extracto
de papa. En el segundo caso, se aplicé el extracto obtenido de la papa purpura en diferentes jugos
de frutas: manzana, pera, naranja, mandarina, kiwi y limon, que fueron sometidos a un
calentamiento entre 80-100 °C. Se observé mayor estabilidad en los jugos de manzana y pera, y una

menor estabilidad en el jugo de limdn (Giusti & Wrolstad, 2003; Li et al., 2013).

Asimismo, se ha evaluado extractos de antocianinas obtenidos de la acerola y de acai, en
una bebida isoténica de pH 2,5. Se logro verificar la degradacion gradual del color rojo durante el
almacenamiento de todos los sistemas, acompafiado con una disminucion de la intensidad del color
y cambios de tonalidad de rojo a amarillo, después de aproximadamente 5 y 300 h de
almacenamiento bajo la luz. En un modelo de sistema de bebida rehidratada con extracto de
antocianinas de uva, se logré mejorar la estabilidad del color de los pigmentos aumentando el
tiempo de vida media a 7 dias, en relaciéon con las muestras control a 4 °C (Bordignon-Luiz et al,,

2007; De Rosso & Mercadante, 2007).

3.5 Cinética gquimica en alimentos

La cinética quimica trata principalmente del estudio de la velocidad de una reaccién,
considerando todos los factores que influyen sobre ella y explicando la causa de la magnitud de esa
velocidad, esta magnitud permite a su vez conocer sobre la estructura molecular y la fuerza relativa
de los enlaces quimicos. Por reacciones se entiende a todo tipo de cambio que esta teniendo lugar
en los alimentos ya sean quimicos, enzimaticos, fisicos o microbiano. Por lo tanto, la cinética

quimica estudia la velocidad con la que se da éste cambio (Tojo, 1990; Van Boekel, 2009).

La cinética permite conocer con que velocidad se desarrolla y se aproxima al equilibrio, asi
como cudles seran las contribuciones cuantitativas de cada uno de los factores que influyen en la
velocidad. Este seguimiento y determinacion del valor de la velocidad con que un sistema quimico
evoluciona puede realizarse desde dos puntos de vista complementarios. El primero responde al
enfoque académico, tiene un cardcter relacionado directamente con la estequiometria del sistema.
El segundo tiene un cardcter mas practico y realista al responder con un Unico valor
correspondiente a la velocidad de cambio de la composicién de un compuesto y corresponde a la

variacion del nimero de moles de ese compuesto con el tiempo (Tojo, 1990; Izquierdo et al., 2004).
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En la siguiente reaccién: A -> B + C. La concentracién del reactivo decrece mientras que las
concentraciones de B y C aumentan, la velocidad de esta reaccién en cualquier instante t viene
dada por la pendiente de la curva en dicho tiempo t:

la4]

Velocidad =
dt

(1]

Es decir, la velocidad de reaccion es igual a la velocidad de decrecimiento de la
concentracion de A con el tiempo. La velocidad de una reaccidon guimica viene asi expresada como
una velocidad de descomposicién o desaparicién de un reactivo o la velocidad de formacién de un

producto (Avery, 1982; Tojo, 1990).

Generalmente, la velocidad de reaccién depende de la temperatura, de la composicién del
sistema (reactivos, productos, catalizadores, disolvente, entre otros) y de la presion. A temperatura
constante, la velocidad es, de este modo, funcion sélo de las concentraciones de las especies

presentes (Tojo, 1990; Izquierdo et al., 2004).

Sin embargo, la velocidad de reaccién cambia durante el transcurso de la reaccién. La
velocidad que es inicialmente méaxima, decrece a medida que transcurre la reaccién; y se ha
encontrado que, asi como la concentracién A en la reaccién decrece, también lo hace la velocidad
de la reaccién, por lo tanto, se trata de encontrar un modelo aceptable que sea capaz de describir y
explicar las observaciones experimentales y hacer predicciones, para lo cual se utiliza la ley de

velocidad que se muestra a continuacion (Van Boekel, 2009):

r=—%=k*[A]" [2]

Donde n es una constante conocida como orden de reaccion, k es una constante para cada
reaccion a cada temperatura y se llama constante de velocidad. La ecuacién de velocidad [2],
establece que, la velocidad de una reaccién varia con la concentracién de los reactivos, la velocidad
de una reaccion no depende de la concentracion de los productos (Avery, 1982; Tojo, 1990; Van

Boekel, 2009).

Existen dos posibilidades para utilizar la ecuacién [2] para su posterior analisis cinético. El
primero es el denominado método de diferencial, donde las tasas se miden como una funcién de la
concentracion, y se puede estimar directamente el valor de k y n, por regresién no lineal o

mediante el logaritmo de la ecuacién como se observa a continuacion (Van Boekel, 2009):
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logr =logk + nlogA (3]

El segundo método es el llamado método integral donde la ecuacidon [2] estd ahora
integrada con respecto al tiempo para obtener el curso de la concentracion en funcién del tiempo,

como se observa a continuacion:

1
Ap= (AT + (n— Dk t)in (4]
Equivalente a,
[A]; = [A], exp(—kt) paran=1 (reaccién de primer orden) [5]

O en forma logaritmica,
Ln[A] = Ln[A], — kt (6]

El orden de la reaccién n es determinado experimentalmente, si en la reaccion anterior se
encuentra que la velocidad es directamente proporcional a la concentracién de A, se dice que la
reaccion es de primer orden, es decir, n=1, y si se encuentra que la velocidad depende del cuadrado
de la concentracion de A, se dice que la reaccion es de segundo orden. La constante de velocidad
de reaccién k y el orden de reaccidon n son importantes porque se pueden derivar de forma
experimental, y en base a sus valores se puede empezar a construir modelos mecanisticos (Avery,

1982; Tojo, 1990; Izquierdo et al., 2004; Van Boekel, 2009).

Un pardmetro que se utiliza con frecuencia en combinacién con una reaccién de primer
orden es el Tiempo de Reduccién a la Mitad, conocido como t %, y equivale al tiempo necesario
para que se de una reduccion a la mitad de la concentracion del reactivo. Un efecto tipico para el
tiempo de reduccion a la mitad de una reaccién de primer orden es que es independiente de la

concentracion (Van Boekel, 2009).La ecuacién se observa a continuacion:

t1/2 = T [7]

En cuanto, a la constante de proporcionalidad k, coeficiente cinético o constante de
velocidad, es independiente de las concentraciones, pero varia significativamente con la
temperatura. Para muchas reacciones (en particular todas las elementales) y en intervalos de
temperatura no muy elevados, se ha observado experimentalmente que la constante de velocidad
aumenta con la temperatura y que al representar graficamente el logaritmo neperiano del valor de

la constante de velocidad frente al inverso de la temperatura se obtiene aproximadamente una
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linea recta. Este comportamiento puede ser descrito mediante la denominada ecuacién de

Arrhenius,
k=Ax exp(%;fl (8]

En la cual R es la constante de los gases en (J/mol*K) y T es la temperatura absoluta en K. A
es el denominado factor pre-exponencial o factor de frecuencia cuyas unidades son idénticas a las
de ky E, es la energia de activacién, cuyas unidades en el Sl son (J/mol). Esta Ultima magnitud esta
relacionada con las necesidades energéticas para que la reaccion tenga lugar. Una reaccion con un
valor elevado de E exigira temperaturas altas para que se produzca con una velocidad significativa

(Tojo, 1990; Izquierdo et al., 2004; Melgar et al., 2008; Van Boekel; 2009).

La ecuacion de Arrhenius resume las predicciones de las versiones mads sencillas de las
distintas teorias sobre la variacion del coeficiente cinético con la temperatura, constituyendo una
buena aproximacion para la dependencia de la temperatura, aplicable tanto a la teoria de transicion
como a la de colision (Tojo, 1990). Puesto que el efecto de la temperatura sobre la velocidad de
reaccion viene dado por la energia de activacién y por el nivel de temperatura, se deduce lo

siguiente:

e Sise cumple la ecuacion de Arrhenius, representando Ln k frente a 1/T se obtiene una recta
de pendiente grande si £, es grande, y pendiente pequefia si £, es pequeiia.

e las reacciones con energia de activacion grande son muy sensibles a la temperatura; las
reacciones con energias de activacion pequefias son muy poco sensibles a la temperatura.

e El| efecto de la temperatura sobre una reaccién es mucho mayor a temperatura baja que a

temperatura alta. (Tojo, 1990).

Es posible reparametrizar la ecuacion de Arrhenius, al introducir una temperatura de
referencia “Tref”. La base para esto surge de la aplicacién de la ecuacién (8) a dos temperaturas

“T1” vy “T2”, en el supuesto de que el factor pre-exponencial y E; no dependen de temperatura.

k Esf1 1
kref - &P (_?(; B Tref)) [9]

El resultado real de esto es que el factor pre-exponencial se sustituye por una constante de

velocidad a alguna temperatura de referencia. La temperatura de referencia preferiblemente debe
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ser elegida entre las temperaturas estudiadas. Sin embargo, se debe ser consciente de que las
constantes pueden no reflejar una Unica barrera de energia, sobre todo en los alimentos en los que

es dificil de estudiar las reacciones elementales (Tojo, 1990; Van Boekel; 2009).

3.6 Teoria de la medicién del color

Segun el diccionario de la Lengua Espafiola (RAE), el color es la sensacién producida por los
rayos luminosos que impresionan los organos visuales y que depende de la longitud de onda.
Numerosos estudios efectuados a lo largo del siglo pasado han demostrado que el cerebro humano,
cuando compara colores, lo hace usando directamente los atributos perceptuales de tono, claridad
y colorido. Cada uno de ellos fue definido desde 1931 por la CIE (Comision Internacional de la
lluminacién), institucién responsable de las recomendaciones internacionales para la fotometria y

colorimetria (Socaciu & Diehl, 2008).

Bajo la direccién de la CIE, varios sistemas de descripcion de color han sido desarrollados y

determinan los procedimientos utilizados en la actualidad:

e CIEXYZ
e CIE L*a*pb*
e CIEL*C*h*

Por definicidn, cualquier color puede ser descrito por una combinacion de X, Y, y Z. Estas
especificaciones se realizan siempre en relacién con la luminosidad de un objeto blanco perfecto,
donde la Y para el blanco perfecto es siempre 100. Sin embargo, desde 1958 se empezd a utilizar el
sistema de Hunter Lab, el cual fue el primer sistema que utiliza la teoria color oponente que
establece que el espacio de color es rectangular en tres dimensiones, en la que L* (luminosidad)
varia de 0 (negro) a 100 (blanco), a* (eje rojo-verde) con valores positivos (rojo) y los valores
negativos (verde), y b* (eje amarillo-azul) con valores negativos (azul) y positivos (amarillo), estos
valores se calculan a partir de los valores de triple estimulo (X, Y, y Z), que son la columna vertebral

de todos los modelos de color matematicos (Kheng, 2002; Good, 2004; Socaciu & Diehl, 2008).

=116 (Y/y )1/3-16 [10]
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a* =500 [(X/y )1/3=(Y/y )1/3] [11]

b* = 200 [(Y/Yn) 1/3 - (Z /Zn) 1 /3] [12]

Posteriormente, con la aparicion del sistema CIELCh (1976) se logra estandarizar
estrictamente la fuente de luz y el observador. L * C * h *, son las coordenadas de color utilizadas y
se derivan de L*, a* y b*, pasando de un sistema de coordenadas rectangulares a un sistema de
coordenadas cilindricas en formato tridimensional (Lauro & Johnson, 2005; Socaciu & Diehl, 2008;

Montecinos, 2013).

Figura 8. Esquema o sdlido tridimensional de la percepcidén humana de los colores.

(Adaptado de Montesinos, 2013).

L' =116 (Y/Yn) 1/3-16 [13]
C*=(a?+b**)1/2 [14]
h* = arctan (b*/a*) [15]

Como se observa en la figura 8, la claridad se relaciona con el eje central (arriba-abajo), el
tono es el giro, y el colorido indica la separacion respecto al eje central. El valor L * es el mismo que
el valor L * en el espacio CIELAB, y representa la ligereza plana en el que reside el color. El valor C *
es el vector de distancia calculada desde el centro del espacio de color al color medido y h * son las

medidas hue o tono (Master Color Control, 2002; Socaciu & Diehl, 2008; Montesinos, 2013).
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Claridad o luminosidad (L*) es el atributo que permite evaluar la sensacién visual claro-
oscuro de un color. Los colores pueden ser clasificados como tenues u oscuros al comparar sus
valores. Por ejemplo, cuando se colocan lado a lado un tomate y un rabano el rojo del tomate
parece ser mucho mas tenue, en contraste con el rdbano que tiene un valor de rojo mas oscuro. En
la figura 9 se representa la claridad o luminosidad en el eje vertical (Master Color Control, 2002;

Montesinos, 2013).

Blanco Blanco

7 |||

Negro Negro

Figura 9. Sistema de color tridimensional que muestra luminosidad (Adaptado de

Montesinos, 2013).

El tono o matiz (h*) es el atributo que describe la sensacion visual de los colores percibidos:
rojo, amarillo, verde y azul, o a una combinacién de dos de ellos; sencillamente el matiz es como se
percibe el color de un objeto. El anillo de color de la figura 10 muestra la continuacion de color de
un matiz al siguiente. Asi como se muestra en el anillo, al mezclar pinturas de azul y verde se
obtiene un verde azul, al mezclar amarillo con verde se obtiene un verde amarillo (Master Color

Control, 2002; Montesinos, 2013).
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Amarillo

Figura 10. Sistema de color que muestra tono o matiz (Adaptado de Montesinos, 2013).

Colorido, saturaciéon o cromaticidad (C*) es el atributo que permite diferenciar entre un
estimulo mas o menos cromatico, o sea, la sensacién visual débil-fuerte, palido-intenso, llamativo-
apagado de un color. Por ejemplo, al comparar un tomate con un rabano, el rojo del tomate es
mucho mds llamativo mientras que el rdbano parece mds apagado. La figura 11 muestra como
cambia la cromaticidad conforme nos movemos del centro hacia la periferia. Los colores en el
centro son grises (apagados o sucios) y conforme avanzamos hacia la periferia se vuelven mas

saturados (vivos o limpios) (Master Color Control, 2002; Montesinos, 2013).

Figura 11. Sistema de color que muestra saturacién o cromaticidad (Adaptado de

Montesinos, 2013).

El uso del sistema CIELCh permite lecturas instrumentales que pueden aproximarse mas a la

percepcién de los colores de los observadores humanos. La expresion L*C*h* ademas ofrece una
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ventaja sobre CIELAB, ya que es facil de correlacionar con los sistemas anteriores basados en
muestras fisicas como por ejemplo la Escala de Color Munsell (Kheng, 2002; Master Color Control,

2002; Socaciu & Diehl, 2008).

3.7 Teoria de la medicién de antocianinas y compuestos oscuros

El contenido del pigmento de antocianina tiene un papel critico en la calidad de color de
muchas bebidas, frutas y otros productos elaborados. Por lo tanto, la medicién precisa de las
antocianinas, junto con sus indices de degradacién, es muy Util para evaluar la calidad (Guisti &

Wrolstad, 2001).

Sin embargo, en muchas situaciones una simple determinacién de antocianinas totales es
inapropiada debido a la interferencia de las antocianinas poliméricas, productos de degradacién de
antocianinas, o melanoidinas de la reaccién de pardeamiento. En esos casos, el enfoque ha sido
utilizar el método del pH diferencial (AOAC Official Method 2005.02) el cual permite una medicion
precisa y rapida. Este concepto fue introducido en 1948 por Sondheimer y Kertesz, utilizando
valores de pH de 2 y 3,4 para el analisis de mermeladas de fresa; desde entonces, se han realizado
modificaciones a la técnica aplicando el método a diferentes valores de pH (Guisti & Wrolstad,

2001; Giusti & Jing, 2007).

Este método de pH diferencial, se describe como un ensayo rapido y conveniente para la
cuantificacion de las antocianinas monomeéricas por Giusti & Wrolstad (2001), y consiste en la
medicién de la absorbancia a dos valores de pH y se basa en la transformacion estructural de la
antocianina cromdéforo como una funcién del pH, que se puede medir usando espectroscopia dptica

(Giusti & Jing, 2007).

El efecto es debido a que las antocianinas pueden cambiar de un color rojo azulado
brillante saturado a pH 1 a la forma hemiacetal incolora a pH 4,5. Por lo tanto, la medicion de las
muestras de antocianina a pH 1 y 4,5 puede eliminar la interferencia de otros materiales que no
pueden mostrar la absorbancia a la longitud de onda maxima (510nm). Se determina la absorbancia
de las antocianinas a 700 nm, como una forma de corregir errores por interferencias (niebla) en la

muestra. Las antocianinas totales son calculadas por los pesos moleculares y absortividades
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molares de los compuestos mas abundantes, como se observa a continuacion, (Guisti & Wrolstad,

2001; Lee et al., 2005; Giusti & Jing, 2007; Jiménez et al., 2010).

Ax MW x DF x 103
exl

[16]

Donde A es igual a pH 1.0 (Asionm — A700nm) - PH 4,5 (Asionm — Az00nm); MW (masa molecular) =
449,2 g / mol para cianidina-3-o-glucésido; DF = factor de dilucion; | = longitud de trayectoria en cm

y €= 26 900 coeficiente de extincién molar en (L/mol*cm) (Lee et al., 2005).

Asimismo, se utiliza otras técnicas espectrofotométricas para medir el grado de
polimerizacién de la antocianina y el indice de pardeamiento. Mediante métodos sustractivos que
se basan en el uso de métodos de decoloracion de antocianinas monomeéricas, pero que no afectan
al color polimérico. Los agentes blanqueadores mas utilizados son el sodio, potasio o metabisulfito
de potasio, y se mide la absorbancia a 420 nm puesto que la acumulacion de productos de
degradacién de color marrén aumenta la absorcion en el intervalo de 400 y 440 nm, para los

polifenoles tales como proantocianidinas (Giusti & Jing, 2007).
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MATERIALES Y METODOS

4.1 lLocalizacidn del proyecto

Los diferentes ensayos preliminares y definitivos se efectuaron en el laboratorio de quimica
de la Escuela de Tecnologia de Alimentos, Ciudad Universitaria Rodrigo Facio, al igual que las

pruebas definitivas de almacenamiento y los analisis fisicos quimicos.
4.2 Materia prima

El proceso de produccién del extracto inicid con la seleccidn, lavado y despulpado del café
organico de la especie arabigo, proveniente de la finca y beneficio Naturalba localizado en Pavones
de Turrialba, que se encuentra a una altitud de 1000 msnm. El proceso que el subproducto del

despulpado sufrid es establecido por Quirds (2014).

El extracto obtenido se filtré para eliminar impurezas y se almacené empacado en bolsas
Doy Pack con laminado metdlico a -20 °C. Posteriormente, se descongeld, se agregd un
carbohidrato encapsulante y fue secado por aspersion con el secador por atomizacion marca Blchi
Mini Spray Dryer B-290, del laboratorio de quimica de la Escuela de Tecnologia de Alimentos

utilizando los pardmetros establecidos por Ariza, (2011).

El producto final fue el extracto con el encapsulante en estado polvo que para efectos de
esta investigacion es nombrado como: extracto rojo en polvo de la broza de café; y corresponde a la

materia prima utilizada en las diferentes pruebas.
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4.3 Pruebas preliminares

4.3.1 Definicién de la concentracidon de extracto rojo en polvo de broza de café a utilizar en

disolucion acuosa y aplicada a diferentes matrices alimentarias

Para determinar la concentracién de extracto necesaria para colorear un alimento se aplico
el extracto en agua y en diferentes productos comerciales como leche, soda carbonatada, yogur
natural y gelatina sin sabor, tratando de igualar el color a los productos homdlogos (las mismas
matrices con ingredientes y condiciones de acidez similares) que se encuentran disponibles en el
mercado, pero que contienen un colorante sintético. Se agregaron cantidades de extracto
suficiente que permitiera alcanzar un color similar, para lo que se midié los pardmetros de color L*,
a*, b*, h* y C*;, ademas se traté de duplicar las caracteristicas quimicas como el pH, para obtener

condiciones equivalentes en las diferentes matrices homdélogas.

A partir de los resultados obtenidos se escogieron las concentraciones necesarias del
extracto segln la matriz alimentaria, que permitieran obtener los colores similares a sus productos
homologos disponibles en el mercado. Los criterios de decision fueron los siguientes parametros de
color: la pureza o cromaticidad (C*) y el angulo de tono o hue (h*) en donde se obtuvo valores

equivalentes a sus productos homadlogos.

Se definieron las diferentes concentraciones para cada matriz evaluada, de manera que en
agua se determindé un minimo de 4% de extracto rojo en polvo de broza de café y en yogur un
minimo de 7,5 % de extracto rojo en polvo de broza de café. Las concentraciones para las demds
matrices no fueron comparables entre ellas, debido a que las caracteristicas del extracto no fueron
compatibles con las del producto, ocasionando cambios en las caracteristicas del alimento como

turbidez o formacién de coagulos como se observé con la leche.
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4.3.2 Prueba de pre-estabilidad para la seleccién del rango de pH para realizar el estudio

Para establecer el rango de pH mas adecuado en donde se observara una mayor estabilidad
del extracto, se realizaron siete disoluciones del pigmento en medio acuoso a la concentracion
determinada en el punto 4.3.1. que correspondid a 4% de extracto rojo en polvo de broza de café.
Cada una de las disoluciones se llevo a diferentes pH desde pH 2 hasta pH 8, utilizando disoluciones

de HCI (0,09914 mol/L) y NaOH (0,1144 mol/L).

Se determinaron los parametros de color L*, a*, b* h* y C* de cada una de las
disoluciones. A partir de los resultados obtenidos se procedid a seleccionar el rango de pH que
permitiera apreciar el cambio en el color que experimentaba el extracto, los criterios principales
fueron los siguientes pardmetros de color: la pureza o cromaticidad (C*) y el angulo de tono o hue

(h*).

4.3.3 Prueba de pre-estabilidad para la seleccién de los tiempos de evaluacién para realizar el

estudio del efecto de la temperatura

Para la definicion de los tiempos a los que se estudiaria el efecto de la temperatura en las
disoluciones modelo, se colocaron las disoluciones del extracto al 4% (concentracion determinada
en el punto 4.3.1), a diferentes temperaturas, y a pH de 3,25 que corresponde al pH del extracto en
disolucion con agua. Se evalud las disoluciones a 4 °C y -20 °C en cdmaras de refrigeracion y
congelacion, respectivamente; y las disoluciones sumergidas en su totalidad en bafios de agua a 25

°C, 37 °C, 60 °Cy 80 °C, todos los tratamientos en condiciones de oscuridad.

Se determind los pardmetros de color L*, a*, b*, h* y C*; de cada una de las disoluciones.
Para las muestras sometidas a bafios de agua, se realizaron mediciones al tiempo 0 vy
posteriormente cada dos horas, durante un tiempo aproximado de 6 horas, y para las muestras que
se encontraban en refrigeracion y congelacién se determind los parametros a los tiempos 0 horas, 6

horas y a 30 dias.

A partir de los resultados obtenidos se procedié a escoger los rangos de tiempo adecuados
para cada temperatura. Los criterios principales fueron los siguientes parametros de color: la
pureza o cromaticidad (C*) y el angulo de tono o hue (h*), donde se obtuvo valores diferentes al

tiempo 0.
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4.3.4  Definicion de la concentracion y tipo de aditivo con funcién preservante a utilizar a lo

largo del estudio

Durante la evaluacion de las diferentes muestras en el tiempo se observd cambios por
deterioro del producto, por lo tanto, se realizd un andlisis microbiolégico en una muestra del
extracto. A partir de los resultados obtenidos, se decidid utilizar un aditivo con funcién preservante
para detener la actividad de los microorganismos de deterioro, por lo que se evaluaron tres
productos con actividad preservante de mayor uso en la industria: sorbato de potasio, benzoato de

sodio y propionato de calcio.

Para la evaluacion se utilizaron dos concentraciones de cada preservante, una
concentracion maxima de 1% (maxima permitida por regulaciones nacionales) y una concentracién
minima doénde se garantizard su efectividad 0,1%. Se realizaron disoluciones con estas
concentraciones y se dejaron a temperatura ambiente durante una semana, trascurrido este
tiempo se hicieron evaluaciones sensoriales visuales de cada una de las disoluciones y se selecciond
el tipo de preservante y la concentracién que se iba a utilizar en la preparacion de todas las

muestras que conllevaran almacenamiento prolongado.

4.3.,5 Definicién de la concentracion del extracto a utilizar en las matrices alimentarias: yogur

y sirope de fresa

Se determind las concentraciones de colorante natural (extracto en estudio) y artificial
(colorante FD&C Rojo No. 40) necesarias para un yogur y un sirope de fresa, tratando de igualar el
color de ambos tipos de colorante en cada producto. Ademas, se buscé en ambos casos que el color

fuera similar a lo que se encuentra disponible en el mercado con colorante sintético.

Lo primero que se realizd fue seleccionar una concentracion de extracto rojo de broza de
café evaluando dos concentraciones 6% y 10% en yogur; y de 4% y 8% en el sirope de fresa (ver
Anexo 9.2, Cuadro A 2) de manera que fueran lo mas semejante posible al comparar con lo que se
encuentra en el mercado nacional en este tipo de productos, para el yogur 6% y para el sirope de

fresa 4% (a criterio del investigador),

Posteriormente, se selecciond la concentracion de FD&C Rojo No. 40 que se iba utilizar en
cada producto, siguiendo el procedimiento anterior, pero esta vez comparando con el color de los

productos que contenian el extracto rojo en polvo de broza de café.
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Para realizar la determinacion se evalud los parametros de color L*, a*, b*, h* y C* de cada
uno de los productos con colorante natural y con colorante artificial. A partir de los resultados
obtenidos se definieron las diferentes concentraciones para realizar las pruebas de
almacenamiento de los productos. Los criterios de decisién fueron los siguientes pardmetros de
color: luminosidad (L*), la pureza o cromaticidad (C*) y el dngulo de tono o hue (h*), en donde se

obtuvieron valores semejantes entre ambos tipos de colorantes.

4.4 Pruebas definitivas

4.4.1 Determinacion de la estabilidad del extracto rojo en polvo de broza de café ante los
efectos de pH, concentracion de iones calcio y exposicion a la luz

4.4.1.1 Prueba de estabilidad ante el efecto del pH

Se identificé el comportamiento del extracto rojo en polvo de la broza del café a diferentes
pH, mediante seis tratamientos por triplicado, que se muestran en el Cuadro I. Los tratamientos
consistieron en realizar para cada pH, tres disoluciones por separado en buffer de fosfatos que
contenian H3PO4, KH,PO4 Y Na,HPO4-7H,0 (cada uno en diferentes proporciones para alcanzar el pH
deseado). Cada repeticidn se colocd en tres tubos de centrifuga cubiertos externamente con papel
aluminio para generar condiciones de oscuridad, a la concentracion del extracto determinada en el

punto 4.3.1 que corresponde a 4%, y por un tiempo de 30 minutos.

Cuadro I. Tratamientos evaluados para describir el efecto del pH sobre el comportamiento del

extracto rojo en polvo de la broza de café a una concentracién de 4%.

Tratamiento pH
1 2
2 3
3 4
4 5
5 6
6 7

Se utilizé un disefio irrestricto aleatorio unifactorial, para la variable pH con 6 niveles, pH: 2,
3,4,5, 6y 7 por triplicado. Para cada tratamiento se determinaron los pardmetros de color L*, la

pureza o cromaticidad (C*) y el angulo de tonalidad o hue (h*), buscando obtener valores mas
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cercanos al color rojo puro que se encuentra entre -15 y 15° de tonalidad o hue (h*) (Quirds, 2014).

También se determiné el contenido de antocianinas monomeéricas totales presentes.

Con cada variable respuesta se realizd un ANDEVA para buscar diferencia entre los
tratamientos con un nivel de confianza del 95%, cuando existié esta diferencia se compard los
promedios por medio de una prueba de Tukey (p<0,05) con el fin de encontrar entre cuales
tratamientos se presentd la diferencia. Los datos obtenidos, fueron reportados calculando el
promedio de cada variable respuesta evaluada, junto al intervalo de confianza y los analisis

estadisticos se realizaron con el software de estadistica JMP 8.

4.4.1.2 Prueba de estabilidad ante el efecto de iones calcio

Se determind las condiciones de mayor estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza
del café en presencia de iones calcio. Se evaluaron cuatro concentraciones de calcio a partir de
cloruro de calcio (Pureza: >99,99%/ MM: 110,98 g/mol) con el extracto, para cada concentracién se
realizaron tres disoluciones (repeticiones) por separado en buffer de fosfatos y las muestras fueron
colocadas en tubos de centrifuga cubiertos externamente con papel aluminio, se almacenaron y se
evaluaron durante un periodo de almacenamiento de 8 dias. La concentracién de extracto utilizada

fue de 4%, determinada en el punto 4.3.1. y el pH determinado en el punto 4.4.1.1.

Las concentraciones fueron seleccionadas segun el nivel de calcio que se encontraba en
productos usualmente disponibles en el mercado como leche, yogur y jugos de frutas. En el caso de
leche fluida se encontraron concentraciones de calcio desde 42,5 mg, 108 mg, 120mg hasta 150 mg
en 100 mL en leche descremada. En yogur, por ejemplo, se reportd concentraciones que iban de 78
mg en 100 mL para el BioPlus, 121 mg en 100 mL el BioBalance, 105 mg en 100 mLy 112 mg en
100mL en otros productos similares. En bebidas y jugo de naranja fortificado, se encontré
concentraciones de 1,3 mg en 100mL bebidas isoténicas, 108 mg y 120 mg en 100mL en jugos y

otras bebidas. Los tratamientos se observan en el cuadro Il
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Cuadro |l. Tratamientos evaluados para determinar el efecto de cuatro concentraciones de iones

calcio sobre el extracto rojo en polvo de la broza del café a una concentracién de 4%.

Tratamiento Concentracion de calcio (mg/100mL) Tiempo (dias)
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Se utilizé un disefio irrestricto aleatorio con un arreglo factorial de dos factores
(concentracion de calcio y tiempo) con niveles de 4 y 5 respectivamente, para evaluar un total de
20 tratamientos por triplicado. Para cada tratamiento se determinaron los pardmetros de color L¥,
la pureza o cromaticidad (C*) y el angulo de tonalidad o hue (h*). También se determiné el
contenido de antocianinas monomeéricas totales y el indice de pardeamiento no enzimatico (indice

de oscurecimiento) a través del tiempo.

Para cada variable respuesta se realizd un ANDEVA tomando el tiempo como variable
continua y la concentracion de calcio como variable categodrica, para buscar diferencia entre cada
tratamiento con un nivel de confianza del 95%. Cuando se encontré diferencia significativa con la
variable tiempo se elaboraron gréficas para realizar un analisis de regresién; cuando se encontré
diferencia significativa en la variable concentracién de calcio se compard los promedios por medio
de una prueba de Tukey (p<0,05) con el fin de encontrar entre cuales tratamientos se presento la
diferencia; y cuando se encontré diferencia significativa en la interaccién tiempo*concentraciéon de
calcio, se realizaron graficas para realizar un analisis de regresion de cada tratamiento de calcio por

separado. Los datos obtenidos, fueron reportados calculando el promedio de cada variable
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respuesta evaluada, junto al intervalo de confianza y los andlisis estadisticos se realizaron con el

software de estadistica JMP 8.

Ademas, el contenido de antocianinas monoméricas totales fue analizado para determinar
las tasas de degradacion de antocianinas. Ajustado a un modelo cinético de primer orden, se
determind la constante de velocidad de degradacién (k) para cada tratamiento, lo que permitiod
describir la estabilidad de las antocianinas ante el fendmeno de los iones calcio (Jiménez et al.,
2010; Hellstrom et al., 2013). Estos analisis estadisticos, se realizaron con el programa Excel 2016

de Microsoft Office.

4.4.1.3 Prueba de estabilidad ante la exposicion a la luz

Se evalué el efecto de la luz en la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza del café
en disolucién, aplicando dos tratamientos por triplicado. Para cada tratamiento se realizd tres
disoluciones del extracto por separado, a la concentracién determinada en el punto 4.3.1. que

corresponde a 4% del extracto, el pH determinado en el punto 4.4.1.1. y en placas de Petri.

El primer tratamiento consistia en colocar las muestras dentro de una caja y exponerlas a
una fuente de luz fluorescente a una distancia de 26 cm (Janna et al., 2007). Para ello se utilizé una
bombilla LED de marca Osram (120 V/65 mA/6W/60 Hz), debido a que por su funcionamiento evita
el calentamiento de la muestra y su pérdida por evaporacion, pues emiten el minimo de calor. El
segundo tratamiento se basd en mantener las muestras cubiertas por papel aluminio en cajas sin
entrada de luz, para obtener condiciones de oscuridad absoluta. Los tratamientos se muestran a
continuacion en el cuadro lll, ambos se aplicaron por un periodo de 60 horas a temperatura

ambiente.
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Cuadro lll. Tratamientos evaluados para determinar el efecto de la luz en la estabilidad del extracto

rojo en polvo de la broza del café a una concentracion de 4%.

Tratamiento Efecto Tiempo (horas)
1 Sin luz 0
2 Sin luz 24
3 Sin luz 60
4 Con luz 0
5 Con luz 24
6 Con luz 60

Se utilizé un disefio irrestricto aleatorio con un arreglo factorial de 2 niveles (presencia/
ausencia) y 3 tiempos (0 h, 24 h, 60 h) por triplicado. Para cada tratamiento se determind los
parametros de color L*, la pureza o cromaticidad (C*) y el dngulo de tonalidad o hue (h*). Ademads,

se determind el contenido de antocianinas monomeéricas totales para ambos tratamientos.

Para cada variable respuesta se realizd un ANDEVA tomando el tiempo como variable
continua y la condicién luz/oscuridad como variable categérica, para buscar diferencia entre los
tratamientos con un nivel de confianza del 95%. Cuando se encontré diferencia significativa con la
variable tiempo se elaboraron gréficas para realizar un analisis de regresion; cuando se encontré
diferencia significativa en la variable condicion de luz/oscuridad, se compard los promedios por
medio de una prueba t de Student (p<0,05) para encontrar si existian diferencias significativas entre
la presencia o ausencia de luz; y cuando se encontrd diferencia significativa en la interaccién
tiempo*condicion de luz/oscuridad, se realizaron graficas para realizar un andlisis de regresion de
cada tratamiento por separado. Los datos generados fueron reportados calculando el promedio de
cada variable respuesta evaluada y el intervalo de confianza. Los andlisis estadisticos se realizaron

con el software de estadistica JMP 8.

Ademas, el contenido de antocianinas monoméricas totales fue analizado para determinar
las tasas de degradacién de antocianinas. Ajustado a un modelo cinético de primer orden, se
determind la constante de velocidad de degradacién (k) para cada tratamiento, lo que permitié
describir la estabilidad de las antocianinas ante la exposicién a la luz (Jiménez et al., 2010; Hellstrom
et al., 2013). Estos andlisis estadisticos, se realizaron con el programa Excel 2016 de Microsoft

Office.
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4.4.2 Determinacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de broza de café ante el
efecto de diferentes temperaturas y determinacién de su cinética de reaccion de

degradacion

Para estudiar las cinéticas de reaccion de degradacion del extracto rojo en polvo de la broza
del café con la temperatura, se evaluaron cinco condiciones de temperatura diferentes. Los

distintos tratamientos se muestran a continuacion en el cuadro IV.

Cuadro IV. Tratamientos evaluados para determinar el efecto de la temperatura sobre la estabilidad

del extracto rojo en polvo de la broza del café a una concentracién de 4% en disolucion acuosa.

Tratamiento Temperatura ( °C) Tiempo (horas o dias)
1 0,0 horas
2 0,5 horas
3 1,0 horas
4 1,5 horas
5 2,0 horas
6 2,5 horas
7 3,0 horas
8 3,5 horas
9 80 4,0 horas
10 4,5 horas
11 5,0 horas
12 5,5 horas
13 6,0 horas
14 6,5 horas
15 7,0 horas
16 7,5 horas
17 8,0 horas
1 0,0 horas
2 0,5 horas
3 1,0 horas
4 1,5 horas
5 2,0 horas
6 2,5 horas
7 3,0 horas
8 3,5 horas
9 55 4,0 horas
10 4,5 horas
11 5,0 horas
12 5,5 horas
13 6,0 horas
14 6,5 horas
15 7,0 horas
16 7,5 horas
17 8,0 horas
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Continuaciéon Cuadro IV.

Tratamiento Temperatura ( °C) Tiempo (horas o dias)
0 horas
2 horas
4 horas
6 horas
8 horas
16 horas
24 horas
32 horas
25 40 horas
48 horas
72 horas
96 horas
120 horas
144 horas
168 horas
192 horas
216 horas
0 dias
3 dias
6 dias
9 dias
15 dias
20 dias
4 25 dias
30 dias
35 dias
10 40 dias
11 45 dias
12 55 dias
13 76 dias
0 dias
6 dias
13 dias
20 dias
27 dias
-20 34 dias
41 dias
48 dias
61 dias
76 dias
106 dias
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Se realizaron disoluciones por triplicado, con la concentracion de extracto de 4%
determinada en el punto 4.3.1. el pH 3 determinado en el punto 4.4.1.1., colocados en tubos de

centrifuga cubiertos externamente con papel aluminio para generar condiciones de oscuridad.
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Para los tratamientos correspondientes a las temperaturas de 55 °Cy 80 °C, se utilizd 30 mL
de la disolucidon en tubos de centrifuga de 50 mL cubiertos en su exterior con papel aluminio, estos
tubos se colocaron en bafios de agua a temperatura controlada durante un periodo de 8 horas. Los
tubos estaban cerrados para evitar la evaporacion de la disolucion sin que presentara una variacion
en el volumen total, puesto que esto afectaria directamente el resultado de concentracion de

antocianinas totales que se estaba determinando.

Con los tratamientos de las temperaturas de 25 °C, 4 °Cy -20 °C, se utilizé de igual forma
30mL de la disoluciéon en tubos de centrifuga de 50 mL cubiertos en su exterior con papel aluminio y
cerrados, colocados en bafio de agua para la temperatura de 25 °Cy en camaras de refrigeracion y
congelacién en los casos de los tratamientos 4 y 5, durante un periodo aproximado 9 dias, 76 dias y

106 dias, respectivamente.

Se aplicé un disefio irrestricto aleatorio unifactorial para cada una de las temperaturas, con
17 niveles para la temperatura 80 °C, con 17 niveles para la temperatura 55 °C, 17 niveles para la
temperatura 25 °C, 13 niveles para la temperatura de 4 °Cy 11 niveles para la temperatura -20 °C,
cada una por triplicado. Para cada tratamiento se determinaron los parametros de color L*, pureza
o cromaticidad (C*) y el angulo de tonalidad o hue (h*). También se determiné el contenido de
antocianinas monomeéricas totales y el indice de pardeamiento no enzimatico a través del tiempo

durante la aplicacion de los tratamientos.

Para cada temperatura en sus respectivas variables respuesta se realizd un ANDEVA para
buscar diferencia entre los tiempos con un nivel de confianza del 95%, cuando se encontré
diferencia se elaboraron gréficas tomando el tiempo como una variable continua para realizar un
analisis de regresién entre la variable de color contra tiempo, y determinar si existe alguna relacién
entre ellas con un a= 0,05. Todos los resultados obtenidos, fueron reportados calculando el
promedio de cada variable respuesta evaluada, junto al intervalo de confianza, y los anélisis

estadisticos se realizaron con el software de estadistica JMP 8.

El contenido de antocianinas monomeéricas totales fue analizado para determinar las tasas
de degradacién de antocianinas. Ajustado a un modelo cinético de primer orden, se determind la
constante de velocidad de degradacidén (k) para cada tratamiento, y se aplicd la ecuacidén de

Arrhenius para calcular la energia de activacion (Ea), la cual permitiod describir la estabilidad de las
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antocianinas ante el efecto de la temperatura (Jiménez et al., 2010; Hellstrom et al., 2013). Estos

analisis estadisticos de regresion se realizaron con el programa Excel 2016 de Microsoft Office.

4.4.3 Determinacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de broza de café durante un

periodo de almacenamiento en una matriz alimentaria

Se aplicd el extracto a dos matrices de alimentos: yogur y sirope de fresa, que reunian las
mejores caracteristicas de pH 4,4 para el yogury 3,2 para el sirope ,concentracion de iones calcio y
concentracion alta de azucares (ver fichas técnicas en anexo 9.3 y 9.4), de forma que permitieron
obtener una buena estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café durante un periodo de

almacenamiento.

Ademas, se aplicd a estos mismos productos el colorante artificial disponible y utilizado
actualmente en la industria FD&C Rojo No. 40, a las concentraciones determinadas en el punto
4.3.4., controlando las condiciones de luz y empaque a lo largo de 40 y 90 dias de almacenamiento

a la temperatura de 4 °C para el yogury 17-27 °C para el sirope.

Se aplicé un disefio irrestricto aleatorio con arreglo factorial de dos factores (colorante y
tiempo) con 15 niveles de tiempo para sirope y 8 para el yogur; y con 2 niveles del colorante para
ambos casos. Como método de comparacion se determinaron los pardmetros de color L*, la pureza
o cromaticidad (C*) y el angulo de tonalidad o hue (h*), con una frecuencia aproximada de 5 dias a

través del tiempo.

Se realizd un ANDEVA para cada variable respuesta, tomando el tiempo como variable
continua vy el tipo de colorante como variable categdrica, para buscar diferencia entre cada
tratamiento con un nivel de confianza del 95%. Cuando se encontrd efecto significativo para la
variable tiempo se realizd gréaficas de regresién para observar el cambio del color en el tiempo;
cuando se encontré diferencia significativa en la variable tipo de colorante se compard los
promedios por medio de una prueba de Tukey (p<0,05) con el fin de encontrar cudles tratamientos
presentan las diferencias; y cuando se encontré diferencia significativa en la interaccion
tiempo*tipo de colorante se realizaron graficas para realizar un andlisis de regresion de cada

tratamiento por separado. Los resultados obtenidos fueron reportados calculando el promedio de
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cada variable respuesta evaluada y el intervalo de confianza. Los analisis estadisticos se realizaron

con el software de estadistica JMP 8.

4.5 Condiciones de almacenamiento de las muestras

Como se menciond anteriormente, para realizar todas las determinaciones se utilizé
diferentes muestras del extracto rojo en polvo de broza de café que se encontraban almacenadas

en bolsas Doy Pack con laminado metalico y en congelacion a -20 °C.

Para las pruebas preliminares, se utilizaron tubos centrifuga de 50 mL cubiertos en su

exterior por papel aluminio y placas cubiertas con papel aluminio.

Para las pruebas de estabilidad definitivas, se utilizaron tubos de centrifuga cubiertos
externamente con papel aluminio y placas cubiertas con papel aluminio para las pruebas de pH,
concentracion de iones calcio y estabilidad a la luz. Ademas, los tubos de centrifuga de 50 mL
cubiertos de papel aluminio fueron colocadas en bafios de agua a las temperaturas 25 °C, 55 °Cy 80
°C, y almacenadas en las correspondientes camaras de refrigeracion y congelacién donde se

alcanzaran las temperaturas adecuadas del tratamiento en estudio (4 °Cy -20 °C).

Para la aplicacion del extracto en alimentos, cada uno de los productos elegidos con
extracto rojo en polvo de broza de café y con colorante artificial se almacenaron en vasitos de 2 oz
de poliestileno (PS) cubiertos externamente con papel aluminio; a las temperaturas 4 °C para el

yogury 17-27 °C para el sirope.

46



4.6 Métodos de analisis fisicoquimicos

4.6.1 Determinacion de pH

El pH de las diferentes disoluciones se determind segin el método establecido por la AOAC
981.12: pH de alimentos acidificados (AOAC, 2005). Utilizando un pH metro calibrado, marca
Metrohm, modelo 827 pH Lab.

4.6.2 Determinacién de color

Se determindé empleando un colorimetro HunterLab, modelo Color Flex 45/0 (fuente
iluminante D65) del Laboratorio de Quimica de la Escuela de Tecnologia de Alimentos. Se utilizé una

escala CIELCh, expresando el color a través de los pardmetros L*, C* y h* y 8E.

Para las mediciones se utilizd un volumen aproximado de muestra de 30 mL y se realizé la
determinacién con un angulo de visiéon de 10°, un angulo de incidencia de la fuente de luz sobre la
muestra de 45° y un fondo blanco. El equipo se calibré utilizando una teja negra y posteriormente la
teja blanca parametros L* 93,02, a*-1,12 y b*1,51; y se estandarizdo mediante la teja verde L*53,11,

a*-26,13y b*12,28.

4.6.3 Determinacién de fotografias

Se realizaron fotografias para observar los cambios de color visuales a lo largo del tiempo
en cada prueba realizada. Estd determinacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Quimica de la

Escuela de Tecnologia de Alimentos.

Las imagenes se capturaron utilizando una camara de 5 mega pixeles, marca Samsung. Para
asegurar que las imagenes fueran comparables, se planificd la composicion final para generar las

mismas condiciones de captura.

En todos los casos se empled un dngulo de incidencia directo sobre la muestra y un fondo
blanco para evitar errores por efecto de la luz o en la interpretacién de las dimensiones de color:
matiz, brillo y saturacién. Ademas se utilizé una fuente iluminantes de 6W a 40 centimetros de

distancia de las muestras.
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4.6.4 Determinacién de antocianinas por método espectrofotométrico

El contenido de antocianinas monoméricas totales se determind por el método de pH
diferencial (Giusti & Wrolstad, 2001), el cual se realizd utilizando el equipo y los reactivos que se

encuentran en el Laboratorio de Quimica de la Escuela de Tecnologia de Alimentos.

Equipo y reactivos

e Buffer de cloruro de potasio (KCI) 0,025 M, pH=1
e Buffer de acetato de sodio (C;Hs0,Na) 0,4 M, pH=4,5

e Espectrofotémetro marca Jasco, modelo V-630
Procedimiento

-Determinar el factor de dilucion (FD) apropiado para la muestra, diluyendo con KCI (0,025
M), pH=1, hasta lograr que la absorbancia a Avismax €sté dentro del rango adecuado (0,2 a 0,8) para
cumplir la Ley de Beer (Pino y Pérez, 1983). En este caso Avismax €5 510 nm, segun lo indicado por
Worolstad et al. (2005) para las antocianinas principales de la broza de café cianidin-3-rutindsido y la
cianidin-3-glucdsido. Dividir el volumen final de la muestra entre el volumen inicial para obtener el

factor de dilucion.

- Utilizar como cero en el espectrofotémetro con agua destilada a cualquier longitud de

onda que se utilizara.

- Preparar dos diluciones de la muestra, una con cloruro de potasio KCl (0,025 M), pH=1, y
la otra con acetato de sodio, pH=4,5, diluyendo cada uno por el factor de dilucion determinado

previamente. Dejar estas disoluciones equilibrar por 15 minutos.

-Medir la absorbancia de cada disolucién al Avsmax Y al A=700 nm (para corregir por

turbidez), contra una celda blanco llena con agua destilada.

- Calcular la absorbancia de las muestras diluidas, con la siguiente ecuacién:

A = (As1onm — A700 nm)pr 1,0 — (As10nm — A700nm)pH 4,5 [17]

48



-Calcular la concentracion de antocianinas monomeéricas (mg cid-3-rut/L muestra) en la

muestra original segun la siguiente ecuacion:

mg cianidina—3—rutinésido) __ (AxMM+FD=%1000)

L (ex1) [18]

Concentracién de antocianinas totales (

Donde A es el valor obtenido segln la ecuacion [17], MM es la masa molar de la
antocianina mayoritaria cianidina-3-rutindsido (Ariza, 2011), igual a 631 g/mol, FD es el factor de
dilucién obtenido en el primer paso, 1000 es el factor de conversidén de gramos a miligramos y € es

la absortividad molar 28800.

4.6.5 Determinacion del indice de pardeamiento

El indice de pardeamiento se determind segun Buglione & Lozano (2002); Del Pozo-Insafran
et al. (2007); Jiménez et al. (2010); Wrolstad et al., (2005). La determinacion se realizé utilizando el
equipo vy los reactivos que se encuentran en el Laboratorio de Quimica de la Escuela de Tecnologia

de Alimentos.

Equipo v reactivos

e Buffer de cloruro de potasio (KCl) 0,025 M, pH=1

e Espectrofotémetro marca Jasco, modelo V-630

Procedimiento

-Determinar el factor de dilucion (FD) apropiado para la muestra, diluyendo con KCI (0,025
M), pH=1, hasta lograr que la absorbancia a Avis-max €sté dentro del rango adecuado (0,2 a 0,8) para
cumplir la Ley de Beer (Pino y Pérez, 1983). En este caso Avismsx €5 510 nm, segln lo indicado por
Worolstad et al. (2005) para las antocianinas principales de la broza de café cianidin-3-rutindsido y la
cianidin-3-glucdsido. Dividir el volumen final de la muestra entre el volumen inicial para obtener el

factor de dilucion.

- Utilizar como cero en el espectrofotémetro con agua destilada a cualquier longitud de

onda que se utilizara.
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- Preparar una dilucién de la muestra con cloruro de potasio KCI (0,025 M), pH=1, diluyendo
cada uno por el factor de dilucion determinado previamente. Dejar estas disoluciones equilibrar por

15 minutos.

- Medir la absorbancia de la disoluciéon a A=510nm (para las antocianinas totales) y al A=420
nm (para medir la absorbancia de las antocianinas y de los productos de pardeamiento), contra una

celda blanco llena con agua destilada.

- Calcular el indice de las muestras diluidas, con la siguiente ecuacion:

Indice de pardeamiento = Asionm [19]
Agzonm
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el cuadro V, se presentan los resultados obtenidos en las pruebas preliminares para la
determinacién de la concentracion de extracto rojo en polvo de broza de café en disolucién;
concentracion que se utilizd en todas las pruebas descritas como se especifica en los puntos 4.4.1y

4.4.2 de la seccidn anterior.

Cuadro V. Comparacién del color de diferentes concentraciones del extracto rojo en polvo de la

broza del café en disolucion a un pH de 3,25.

Concentracién de Color
extracto (%) L* C* h*
2,3 58,610,2 24,1+0,3 57,8%0,2
4,0 43,4+0,3 51,8+0,7 42,5+0,8
7,0 40,1+0,2 47,7+0,5 401
*Promedios reportados con L.C=x + %j, con n=3yun95 % de confianza.

Con las tres concentraciones se obtuvo visualmente un color rojo, sin embargo, a partir del
andlisis de los parametros de color y de, especificamente, la tonalidad o matiz (h*), se decidié
seleccionar como concentracidn base la de 4% de extracto rojo en polvo de broza de café, debido a
gue ésta era la minima concentracién con la que se alcanzaron los pardmetros caracteristicos del
color rojo. La tonalidad (h*) es la medicion que hace referencia al color en si que tiene el producto,
donde el color rojo puro se encuentra entre -15 y 15° y el rojo en general (incluyendo colores

difuminados) presenta valores desde -45 hasta 45° (Quirds, 2014).

De igual forma, se determind la concentracion a utilizar de extracto rojo en polvo de broza
de café y de FD&C Rojo No. 40, en las matrices alimentarias seleccionadas: yogur y sirope de fresa.

Los resultados se observan a continuacién.
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Cuadro VI. Comparacion de color de diferentes concentraciones de extracto rojo en polvo de broza
de café y FD&C Rojo No. 40, en muestras de yogur y sirope de fresa para seleccionar la

concentracion a utilizar en las pruebas definitivas.

Yogur T CcC>|:>r e Sirope de fresa [ Cgl*or e
Concentracion de Concentracion de
6% de extracto 80+4 15+4 4612 4% de extracto 35+7 60+7 4612
broza de café broza de café
Concentracion de Concentracion de
0,0006% de Rojo 90+7 1447 39+2 0,010% de Rojo 41+7 59+7 3242
No. 40 No. 40
Concentracion de Concentracion de
0,0008% de Rojo 8747 17+7 2442 0,004% de Rojo 35+7 69+7 4242
No. 40 No. 40

t*,

*Promedios reportados con L.C=x + : conn=3yun95 % de confianza.

Con base en estos resultados, se selecciond en el caso del yogur una concentracién de
FD&C Rojo No. 40 de 0,0006% como se puede observar en el cuadro anterior. En cuanto al sirope
de fresa se selecciond una concentracion de FD&C Rojo No. 40 de 0,004%. El criterio de seleccion
consistid en lograr concentraciones donde los parametros de color (especialmente h*), fueran mas
similares con la concentracidn ya seleccionada de extracto rojo en polvo de broza de café: 6% para

el yogury 4% para el sirope de fresa (ver seccidn 4.3.5 de materiales y métodos).

Los resultados de las pruebas preliminares donde se evalud el extracto desde pH 2 hasta pH
8, para determinar el rango de pH que se utilizaria en las pruebas definitivas del objetivo 1, con y sin

tratamiento térmico se presentan a continuacion.
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Cuadro VII. Comparacién del color del extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucién a

diferentes pH, a una concentracién de 4%, con y sin tratamiento térmico de 75 °C por 30 minutos,

para seleccionar el ambito de pH a usar en la prueba definitiva.

Sin tratamiento

Con tratamiento

Color Color
PH L* c* h* PH L* c* h*
2,028  45,2+0,4 51,740,3 36,0+0,4 2,028 51,340,3 49,9+0,9 36,3+0,6
3,066 60,3%0,6 3541 35,0+0,8 3,061 49,610,1 42,310,3 39,4+0,3
3,501 55,8+0,7 31+1 42,610,7 3,490 65,5+0,4 27,0+0,9 4942
4,035 58,8+0,6 24+1 57+1 4,011 66,610,2 23,2+0,7 63+1
5,072 62,2+0,3 19,940,8 74,0+0,5 5,030 62,610,3 25,710,2 75,4+0,2
6,004  60,0+0,8 21+1 761 5,991 57,4%0,2 37,7£0,3 73,940,3
8,010  58,5%0,5 22,2%0,6 79,5%0,3 8,025 49,3+0,6 44,9+0,3 68,6+0,6
*Promedios reportados con L.C=x + %j, conn=3yun95 % de confianza.

En los resultados obtenidos en la columna “sin tratamiento” se puede observar que hubo
una variacion general del color al ir aumentando el pH, al observar el pardmetro de color h* se
evidencid una degradacion del color rojo, que pudo deberse a que la molécula de antocianina
cambia su estructura molecular y muestra a su vez un color diferente con cada pH (Gould et al,,
2009; Cavalcanti et al., 2011). Por lo tanto, se decidid trabajar con un rango de pH desde 2,
aumentando de uno en uno hasta el pH 7; se dejo fuera del rango de pH a evaluar el de 8 debido a
qgue el color rojo estaba casi totalmente degradado, ademas se decidid no usar pH intermedios
como el de 3,5 donde no se observa un cambio tan drastico en comparacion con un cambio en una

unidad de pH.

En cuanto al color obtenido después del tratamiento térmico, como se observa en la figura
12, la pérdida del color rojo fue indiscutible al alcanzar los pH mds altos, mientras que era menos
evidente a pH mds acidos (mas bajos), esto muy probablemente debido a la degradacion de las

antocianinas presentes en el extracto rojo en polvo de broza de café.

Adicional a esta pérdida de antocianinas por la temperatura, con esta prueba se demostro
gue al someter una disolucién del extracto rojo en polvo de la broza de café a altas temperaturas la
disolucion sufrié cambios de color al compararla con la coloracién mostrada inicialmente, sin
importar el pH del medio en que se encontraba. Esto fue corroborado en un estudio realizado por
Sui et al. (2014), donde se estudiaron seis antocianinas, incluyendo cianidina-3-o-glucdsido,

sefialando que la estabilidad de las seis antocianinas sometidas a tratamiento térmico se redujo en
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gran medida con el aumento de pH hacia 5,0-6,0 y pH neutro. La tendencia mostré que las
antocianinas fueron estables a pH bajo e inestables en condiciones de pH mas altos, manifestando

una degradacion drastica con un tratamiento térmico a pH por encima de 6,0.

pH
2 3 3,5 4 5 6 8

Sin
tratamiento
Con
tratamiento

Figura 12. Fotografias de las disoluciones del extracto rojo de broza de café a diferentes pH,

con y sin tratamiento a 75 °C por 30 minutos.

A partir de esta informacion se evalud la pérdida de antocianinas que se daba como efecto
del tratamiento térmico a alta temperatura. Es por esta razdn que para cumplir el objetivo 2 de esta
investigacion, se disefiaron experimentos para obtener curvas de cinética de reaccion de
degradacién del extracto rojo en polvo de broza de café, que se asocia al comportamiento de las

antocianinas a lo largo del tiempo y a diferentes temperaturas.

Para disefiar estos experimentos, se ejecutaron pruebas preliminares para ver el cambio de
color que sufriria el extracto a lo largo del tiempo y a diferentes temperaturas, como se describe en

la seccion 4.3.3 de materiales y métodos.

Cuadro VIII. Comparacion del color de las disoluciones del extracto rojo de la broza de café al 4% a

diferentes temperaturas, para seleccionar las temperaturas de las pruebas definitivas.

Tlempc,) 0 horas 6 horas 30 dias
(horas/ dias)
Temperaturas L* Cx h* L* C* * L* o *
(°C)
-20 42,1+0,3 51,3+0,3 44,0+0,3 41,9+0,3 51,7£0,3 44,810,3 42,6+¢0,3 49,0+0,3 44,5+0,3
4 42,2+0,3  51,3+0,3 44,8+0,3 42,8+0,3 51,7#0,3 43,1+0,3 41,0£0,3 48,9+0,3 45,7+0,3
25 41,140,3 52,1+0,3 43,2+0,3 42,4+0,4 49,8+0,4 44,8+0,4
37 41,3+0,3 51,5t0,3 43,6%£0,3 42,5¢0,2 49,7+0,2 44,2+0,2
60 40,6+0,3 51,8+0,3 43,7+0,3 43,2+0,5 51,1#0,5 47,740,5
80 40,240,3 50,3+0,3 44,1+0,3 47,410,2 51,9+0,2 57,5+0,2

*Promedios reportados con L.C=x + tL;, conn=3yun95 % de confianza.
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Para cada temperatura evaluada se encontré cambios a diferentes tiempos; por ejemplo,
en un mes no se encontrd cambios a -20 °C, mientras que se encontrd cambios muy leves a 4 °C.
Para las temperaturas de 25 °C y 37 °C, se observaron cambios muy leves por un periodo de 6
horas; y para las temperaturas mas altas de 60 °C y 80 °C se encontrd que a lo largo de 6 horas
habia cambios bastante considerables. Por tanto, se decidid extender las mediciones a un tiempo
de 8 horas para las pruebas definitivas para las temperaturas de 55 °C y 80 °C; un tiempo de
medicién de 8 dias al realizar las pruebas a la temperatura de 25 °C; y tiempos de 2,5 meses y 3,5

meses para las temperaturas de refrigeracion y congelacién, respectivamente.

Sin embargo, para las pruebas que se realizarian por tiempos prolongados se efectud un
analisis microbioldgico para asegurar que no habia microorganismos que pudieran alterar la
homogeneidad de la muestra. El analisis se llevé a cabo con una muestra del extracto rojo en polvo

de broza de café y el reporte de resultados se puede observar en el anexo 9.5.

Se obtuvo 1,4x10%2 UFC/g de recuento de mesdfilos aerobios y <10 UFC/g de recuento de
mohos y levaduras, por lo que se decidid utilizar un aditivo con funcidon preservante para
interrumpir cualquier actividad de los microorganismos de deterioro. En este caso, como se
menciond en la seccion 4.3.4 de materiales y métodos, se evaluaron tres de los productos
preservantes: sorbato de potasio, benzoato de sodio y propionato de calcio, evaluando dos

concentraciones para cada preservante.

En esta determinacidn se observd que las concentraciones mdaximas no se disolvian en la
muestra que se estaba utilizando, por lo que se descarta el uso de esta concentracion. Por otro
lado, las disoluciones con benzoato de sodio al 0,1%, mostraron las mejores caracteristicas sin
evidencia de deterioro, por lo tanto, se selecciond como preservante utilizdndolo al 0,1% en la
preparaciéon de todas las muestras de las pruebas que requerian de un almacenamiento

prolongado. Los resultados se muestran en el anexo 9.1.
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5.1 Evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucién ante

los efectos del pH

Esta prueba tenia como objetivo evidenciar el comportamiento del extracto rojo en polvo
de broza de café ante los cambios en el pH de la disolucidn, para ello se midieron los pardmetros de
color: luminosidad (L*), cromaticidad (C*) y tonalidad (h*), ademas del contenido de antocianinas
monoméricas totales. Como se muestra en el anexo 9.9, el andlisis de varianza mostré que los tres
parametros de color, luminosidad L*, cromaticidad C* y tonalidad h*, presentaron diferencias
significativas entre los pH (p<0,0001). Por lo que se efectué una prueba de Tukey (p<0,05) para

cada variable. A continuacion, se muestran los resultados obtenidos para las variables de color.
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*Letras diferentes dentro de cada gréfico, representan diferencias significativas con a = 0,05.

Figura 13. Comparacién de medias de los pardmetros de color obtenidos en la evaluacién
del efecto de diferentes pH como indicador de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza

de café en disolucion al 4%.
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En el caso de la luminosidad (L*) que permite describir la sensacion visual claro-oscuro, se
presentaron diferencias significativas entre el pH 2 y los demas pH; ademads el pH 7 fue
significativamente diferente a los pH 2 y 5 siendo los mas claros; y los pH 3, 4 y 6 no presentaron
diferencias significativas entre si (p>0,05), y el pH 5 fue diferente significativamente de los pH 2,6 y

7.

En cuanto al atributo saturacién o cromaticidad (C*), se encontrd diferencias significativas
entre el pH 2 y pH 3 con todos los demas pH, es decir, presentaron una sensacién visual de palido-
intenso diferente; mientras que los pH 4y 5y pH 6y 7 fueron considerados no significativamente
diferentes entre si (Master Color Control, 2002). De esta forma, a los pH menores se observa que el

color fue mas vivido y a pH mayores fue menos vivido.

No obstante, aungue el pH 2 en ambos pardmetros L* y C*, fue significativamente diferente
a los demds, podemos recordar que el catién flavilio es la forma mas estable y predominante a
valores de pH por debajo de 4, por lo tanto, a pH 3 todavia se encuentra presente esta molécula;
mientras que a pH de 4,5 predomina la pseudobase carbinol que es incolora (Francis & Markakis,

2009; Gould et al., 2009; Cavalcanti et al., 2011).

Esto se puede corroborar, al observar el parametro tonalidad (h*) donde se encuentra que
todos los pH fueron significativamente diferentes entre si, excepto el pH 2 y pH 3. Como se
menciond anteriormente, este parametro hace referencia al color percibido de un producto, donde
tanto el pH 2 y el pH 3 presentaron valores dentro del rango del color rojo en general entre “-45°

hasta 45°” (Master Color Control, 2002; Quirds, 2014).

Sumado a esto, en la Figura 14 se puede observar como las imagenes de los pH 2 y pH 3
presentaban tonalidades de rojo muy similares, mientras que a pH 4 ya la tonalidad de rojo se
percibié un poco diferente y al aumentar el pH se presentd la pérdida de la tonalidad y el aumento
de la presencia de productos pardos. Esta pérdida de color indicd que las antocianinas fueron muy
susceptibles al deterioro de color por cambios de pH (Janna et al., 2007). También Prudencio et al.
(2008), refiere como en un estudio que la cianidina-3-o-glucdsido a pH 4,1 fue cambiando

ligeramente su coloracion de rojo a naranja como se observa en este caso.

Ademds, con estas imagenes y a partir de los resultados anteriores donde se observa la

pérdida de saturacion (<C*) y el incremento de la luminosidad (>L*) al aumentar el pH, se demostré
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una decoloracién y pérdida de intensidad de color (caracteristica descrita por estos dos
parametros) (Oliveira et al., 2006). Estos resultados también fueron evidenciados en el estudio
realizado por Jing et al. (2012), donde el incremento del pH causd un aumento en la luminosidad L*,

una cromaticidad menor C* y un cambio desde 30 a 70 en el angulo de tonalidad h*.

pH

Repeticion

1

Figura 14. Fotografias de las disoluciones del extracto rojo de broza de café al 4% para tres

repeticiones, durante la evaluacién del efecto del pH.

Ademas de la determinacion de color, se realizé la medicidén del contenido antocianinas
monomeéricas totales por el método de pH diferencial (Giusti & Wrolstad, 2001). El analisis de
varianza del anexo 9.9, cuadro A9, mostré que el contenido de antocianinas presentd una
diferencia significativa entre los pH (p< 0,0001). Por lo tanto, se realizd el correspondiente analisis y
se determind mediante una prueba de Tukey (p<0,05), entre cudles pH existié diferencias

significativas, los resultados se pueden observar a continuacién.
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Figura 15. Comparacién de medias del contenido de antocianinas monoméricas totales
obtenido a diferentes valores de pH como indicador de la estabilidad del extracto rojo de la broza

de café en disolucion al 4%.

Segun la figura anterior, el contenido de antocianinas monoméricas totales de las muestras
presentd una tendencia a disminuir al aumentar el pH, lo cual se debié a la reduccién en la
estabilidad de la molécula ante cambios del pH del medio. Este efecto del pH fue visualmente
confirmado por la diferencia del color en las imagenes de las disoluciones que se muestra en la

figura 14. (Janna et al., 2007).

Aunque la estructura de cation flavilio es la mas estable, cuando estd sometida a pH basico
o alcalino (pH por arriba de 4), el ion flavilio es inestable porque su carga positiva es susceptible al
ataque nucleofilico por parte del agua produciéndose la pseudobase carbinol. Sumado a esto la
molécula de antocianina posee propiedades hidrofilas a través de los grupos hidroxilo de las
terminaciones de azUcares, de su estructura y de los grupos acilo. Estos grupos hidroxilo tienen una
alta capacidad de formar enlaces de hidrogeno, lo que también contribuye a esta inestabilidad ante

cambios del pH del medio (Quintero, 2004; Francis & Markakis, 2009; Andersen & Jordheim, 2013).

En este caso, se observa que el pH 2 fue significativamente diferente a los demas, mientras
que entre los pH 3 y los pH 6 no se presentaron diferencias significativas en el contenido de
antocianinas monomeéricas totales, ni tampoco entre el pH 4 al pH 7. Aunque el pH 2 presenté un

contenido de antocianinas significativamente mayor que el pH 3, a pH 3 fue un valor intermedio
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gue era significativamente diferente al pH 7 donde si se observd mayor reduccién en el contenido

de antocianinas.

Con estos resultados, se selecciond el pH 3 para las siguientes pruebas de la investigacién
debido a que este pH puede representar mayor cantidad de alimentos que se encuentran en

sistemas acidos, pero no tan extremos como el pH 2.

5.2 Evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucidn ante

el efecto de iones calcio

Esta prueba tenia como objetivo evidenciar el comportamiento del extracto rojo en polvo
de broza de café ante el efecto de los iones calcio a diferentes concentraciones. Para ello, se
evaluaron cuatro tratamientos de diferentes concentraciones a los cuales se le determiné los
parametros de color; ademds del contenido de antocianinas monoméricas totales y el indice de

pardeamiento no enzimatico o indice de oscurecimiento.

Los analisis de varianza se pueden observar en la seccion 9.10 de anexos, donde se evalud
los efectos de la variable tiempo, concentracion de calcio e interaccién tiempo*concentracion de

calcio.

Al estudiar la variable luminosidad (L*), no se encontré diferencia significativa para la
variable tiempo (p=0,1326), ni para la interaccién tiempo*concentracion de calcio (p=0,3010); es
decir, no se pudo considerar que hubo un cambio en la sensacidn visual claro-oscuro del color a lo
largo del tiempo de almacenamiento. Sin embargo, si se encontrd una diferencia significativa al
comparar entre las diferentes concentraciones de calcio (p<0,0001) en la luminosidad; por lo tanto,

se efectud una prueba de Tukey (p<0,05) (ver Figura 16).
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Figura 16. Comparacion de medias para el pardmetro de color luminosidad (L*) obtenido
durante la evaluacién del efecto de los iones calcio en la estabilidad del extracto rojo de la broza de

café en disolucién al 4%, durante 8 dias.

En este caso, se obtuvo diferencia significativa entre la concentracién de calcio 0 y el resto
de concentraciones 75, 125 y 200 (mg/100mL), por lo que se podria pensar que la presencia de
iones calcio tuvo cierto efecto sobre la estabilidad de las antocianinas al formarse complejos entre
el ion calcio y las antocianinas, dando como resultado un color mas oscuro para las muestras del

extracto rojo sin calcio.

En cuanto a la variable cromaticidad (C*), se obtuvo que los cambios en el tiempo no
fueron significativamente diferentes (p=0,2408); es decir, no se puede considerar que hubo un
cambio en la sensacion visual palido-intenso del color a lo largo del tiempo de almacenamiento.
Ademas, tampoco se encontrd interaccion significativa entre tiempo*concentracién (p=0,7811). Sin
embargo, al igual que con el pardmetro luminosidad L*, si se encontrd una diferencia significativa
(p=0,0036) al comparar entre los diferentes tratamientos de calcio, como se muestra en la Figura

17.
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Figura 17. Comparacién de medias para el parametro de color cromaticidad (C*) obtenido
durante la evaluacién del efecto de los iones calcio sobre la estabilidad del extracto rojo de la broza

de café en disolucion al 4%, durante 8 dias.

Estos resultados muestran que la concentracion de calcio de 200 (mg/100mL) fue
significativamente diferente de la concentracién de calcio 0 (mg/100mL), pero no de las otras
concentraciones que si contenian calcio en niveles intermedios 75 y 125 (mg/100mL), y ademas
estas concentraciones tampoco fueron diferentes de la concentracién 0. Por lo tanto, con estos
resultados se podria decir que a concentraciones bajas de calcio el efecto de los iones no se hizo
significativo, pero a partir de concentraciones de 200 (mg/100mL) si se observd un efecto
significativo en el aumento de la cromaticidad C* de la disolucién que contiene el extracto rojo en

polvo de la broza de café, es decir el color fue menos vivido.

Al realizar el analisis de la variable tonalidad (h*), se obtuvo diferencias significativas para la
variable tiempo (p<0,0001), para la variable concentracién de calcio (p=0,0014) y para la interaccion
de ambas (p=0,0231). Por lo tanto, se realiza el andlisis a partir de esta interaccién, como se

muestra a continuacion.

62



Cuadro IX. Regresiones lineales para el pardmetro de color tonalidad (h*), obtenidas durante la
evaluacion del efecto de iones calcio en la estabilidad del extracto rojo de la broza de café en

disolucion al 4%, a lo largo de 8 dias.

Tratamiento Ecuacién Pendiente! Intercepto R? Valor P

Calcio 0 h*=42,733333 + 0,8666667° 42,733333 0,975469 <0,0001*
0,86666667*tiempo

Calcio 75 h*=42,933333 + 0,7833333% 42,933333 0,982651 <0,0001*
0,7833333*tiempo
Calcio 125 h*=43,109333 + 0,7305%® 43,109333 0,989255 <0,0001*

0,7305*tiempo

Calcio 200 h*=42,8 + 0,7166667° 42,8 0,973158 <0,0001*
0,7166667*tiempo

*Efecto significativo (p<0,05);1Letras diferentes en una misma columna representan diferencias significativas con a = 0,05.

Como se puede observar en este caso, todas las concentraciones fueron significativamente
diferentes, es decir en todos los casos hubo un cambio en la variable tonalidad (h*), a lo largo del

tiempo.

Para las cuatro concentraciones se dio un aumento del valor h*, es decir, se va perdiendo el
tono rojo como se puede ver en la Figura 18, donde se encontraron las imagenes de cada
tratamiento en el tiempo. Al observar la columna del tiempo 8 dias, en todos los tratamientos se
pudo percibir como el tono rojo fue cambiando a un tono un poco café y en algunas ocasiones
naranja, que fue lo esperado para las antocianinas, que durante el almacenamiento van
disminuyendo el enrojecimiento, y suelen aumentar la luminosidad al aumentar su amarillez

(Hassani & Sharifi, 2012).

Por lo tanto, se espera que para la concentracién de calcio de 0 (mg/100mL), por cada
aumento de 1 dia en el tiempo, el angulo de tonalidad h* aumente 0,87°. Para la concentracion de
calcio de 75 (mg/100mL) cada aumento de 1 dia en el tiempo, el angulo de tonalidad h* aumente
0,78°. Para la concentracion de calcio de 125 (mg/100mL) se espera que, por cada aumento de 1

dia en el tiempo, el angulo tonalidad h* aumente 0,73° y para la concentracién de calcio de 200
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(mg/100mL) se espera que, por cada aumento de 1 dia en el tiempo, el pardmetro de color
tonalidad h* aumente 0,72°, siendo este ultimo el menor aumento en la variable h*, o sea, la

menor pérdida de tonalidad.
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Figura 18. Fotografias de las disoluciones del extracto rojo de broza de café al 4% para tres

repeticiones, en la evaluacién del efecto de iones calcio durante 8 dias.

Al observar de manera general estos resultados, se puede deducir que hubo un efecto
positivo en la estabilizacién de las antocianinas debido a la presencia de los iones calcio, y este

efecto parecia ser mayor al ir aumentando estd concentracion. Esto se corroboré al realizar un
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andlisis de varianza de las diferentes pendientes obtenidas con cada tratamiento, con su respectiva
comparacion de promedios por medio de una prueba de Tukey (p<0,05), como se observa en el

anexo 9.10, cuadro A.17.

Como se observa en la columna de la pendiente del cuadro IX, se encontraron diferencias
significativas entre las pendientes de las concentraciones 0 y 200 (mg/100mL) de calcio. Por lo
tanto, la pérdida de color rojo al aumentar el angulo de tonalidad h*, que se presentd con la
concentracion de calcio O fue significativamente mayor a la que se presentd con la concentracidn

de 200 (mg/100mL).

Por otro lado, el contenido de antocianinas monomeéricas totales también fue determinado
para cada tratamiento y al realizar el andlisis estadistico respectivo, se encontré que tanto la
variable tiempo (p<0,0001), como la variable concentracién de calcio (p=0,0008) fueron

significativamente diferentes; sin embargo, su interaccion (p=0,2581) no lo fue.

La ecuacién y grafica para describir la relacién estadistica o ecuaciéon de regresion, entre la

concentracion de antocianinas y el tiempo, se muestra a continuacion:
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Figura 19. Recta de regresion para el contenido de antocianinas monomeéricas totales
obtenida en la evaluacién del efecto de los iones calcio sobre la estabilidad del extracto rojo de

broza de café en disolucién al 4%, durante 8 dias.

Contenido de Antocianinas = 10,547963 — 0,37537 * Tiempo [20]
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Esto indica que en las mismas condiciones de analisis el contenido de antocianinas totales
disminuyd en 0,37537 (mg cid-3-rut/ L) al paso de una hora, con cualquier concentracion de calcio
gue se encontrara en el medio. En la figura anterior se puede observar graficamente la regresién,
con un coeficiente de correlacion R? que nos indica que el 95,40% de la variacion del contenido de

antocianinas estaba relacionada con el tiempo.

Al realizar la comparacion de promedios para la variable concentracién de calcio que
también presentd diferencias significativas, se obtuvo los resultados que se muestran a

continuacion:
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*Letras diferentes en una misma fila representan diferencias significativas con a = 0,05.

Figura 20. Comparacion de medias para el contenido de antocianinas monoméricas totales
obtenidas durante la evaluacion del efecto de iones calcio en la estabilidad del extracto rojo de la

broza de café en disolucion al 4%, durante 8 dias.

En la figura anterior, se observa que las concentraciones 0, 75y 125 (mg/100mL) no fueron
significativamente diferentes entre si; sin embargo, la concentracion de calcio 0y 75 (mg/100mL) si
presentaron diferencias significativas con la concentracién de calcio de 200 (mg/100mL) que fue
mayor. Es decir, la pérdida de antocianinas fue significativamente menor al aumentar la

concentracion de iones a 200 (mg/100mL).

Estos resultados fueron validados al analizar el coeficiente cinético o constante de

velocidad de reaccién. Este valor nos permite conocer con que velocidad decrece la concentracion
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de reactivo en cuestion (en este caso las antocianinas). Como se menciond en secciones anteriores,
generalmente la velocidad de reaccién es dependiente de la temperatura, de la composicion del
sistema (reactivos, productos, catalizadores, disolvente, entre otras) y de la presién. Por lo tanto, a
temperatura constante, esta velocidad es funcién sélo de las concentraciones de las especies

presentes en el sistema (Tojo, 1990; Izquierdo et al., 2004).

A partir de la Figura 21 se observa como el valor k fue mayor cuando no habia presencia de
iones calcio, y el valor disminuyd al aumentar la concentracion de iones calcio presentes, hasta
alcanzar un valor de 0,00133 (1/hora) en el caso de la concentracion de 200 (mg/100mL), es decir,
guedd en evidencia que con esta concentracion hubo una degradacién, pero ocurre de forma mas

lenta.
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Figura 21. Cinéticas de degradacién para el contenido de antocianinas monoméricas totales
obtenidas en la evaluacién de la estabilidad del extracto rojo de la broza de café en disolucion al

4%, ante el efecto de diferentes concentraciones de iones calcio a lo largo de 8 dias.

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos al determinar el indice de
pardeamiento no enzimatico o indice de oscurecimiento. Este indice se utiliza para la medicion de
compuestos oscuros, y es un método indirecto para detectar y monitorear la degradacién de
antocianinas a lo largo del tiempo (Quirds, 2014: Del Pozo-Insafran et al.,, 2007; Jiménez et al,,

2010).
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En la Figura A3, del anexo 9.6 se observa que hubo una disminucién del indice de
oscurecimiento a través del tiempo con calcio o sin calcio, la cual fue debida a la reduccién del

contenido de antocianinas y/o al aumento en la cantidad de productos pardos.

Mediante el andlisis estadistico se encontrd que esta tendencia a disminuir en el tiempo fue
significativa (p=0,0008) para todas las concentraciones de calcio, y la ecuacién y grafica del modelo

gue describe esta relacion estadistica, se muestra a continuacion:
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Figura 22. Recta de regresién del indice de oscurecimiento obtenida durante la evaluacion
de la estabilidad del extracto rojo de broza de café en disolucion al 4%, ante el efecto de los iones

de calcio a lo largo de 8 dias.

Indice de oscurecimiento = 1,1348148 — 0,012019 * Tiempo [21]

Esto indica que bajo las mismas condiciones el indice de oscurecimiento disminuyé en
0,012 al paso de una hora, con cualquier concentracion de calcio que se encontrd en el medio. El

coeficiente de correlacidn, R?, fue de 93,29%.

Al analizar estos resultados y los obtenidos con los parametros de color, se pudo describir
una disminucién del contenido de antocianinas en el tiempo que conllevé a su vez una pérdida en la
tonalidad roja de la disolucion; y que esta depreciacién fue significativamente menor para la

concentracion de iones calcio de 200 (mg/100mL).
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El calcio parece proteger las antocianinas de la degradacién y por lo tanto mantiene el
color, pero el efecto fue leve, por lo que se considera que al utilizar concentraciones de calcio

mayores a 200 mg/100mL podria dar mejores indicios de este efecto.

5.3 Evaluacién de |a estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucién ante

el efecto de la exposicién a la luz

El efecto de exposicion a la luz fluorescente y oscuridad sobre el contenido de antocianinas,
se hizo mediante la evaluacién de los parametros de color: luminosidad (L*), cromaticidad (C*) y

tonalidad (h*); y contenido de antocianinas monoméricas totales e indice de oscurecimiento.

Mediante el analisis estadistico de los resultados obtenidos (Ver anexo 9.11), se determind
qgue el pardmetro de color luminosidad (L*) no presentd diferencias significativas en la variable
tiempo (p=0,3325), ni para la variable condicién luz/oscuridad (p=0,8544) ni tampoco para su
interaccién tiempo*condicion luz/oscuridad (p=0,3022). Es decir, no hubo cambios en el pardametro

de color de claro-oscuro para las muestras expuestas a luz u oscuridad, a lo largo del tiempo.

Para los parametros cromaticidad (C*) y tonalidad (h*), se encontré diferencias
significativas en el tiempo (p=0,0394 y p=0,0001), pero no en la variable condicién luz/oscuridad
(p=0,6698 y p=0,9444), ni tampoco para la interaccién (p=0,7572 y p=0,1848). Es decir, en cuanto a
la medicion de color no se obtuvo una diferencia significativa al comparar las condiciones de luz y
de oscuridad, lo cual también se corrobora con las imagenes que se muestran en la Figura 23,

donde no se observa gran diferencia en las fotografias entre una condicion y otra.
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Condicion  Repeticion Tiempo (horas)

0 24 60

Luz 1

Oscuridad 1

Figura 23. Fotografias de las disoluciones del extracto rojo de broza de café al 4% para tres

repeticiones, ante el efecto de la exposicion a la luz durante 60 horas.

Al ser significativa la diferencia en cromaticidad y tonalidad a lo largo del tiempo en la
evaluacién de luz-oscuridad se presentan a continuacién las regresiones a lo largo del tiempo de

ambos parametros.

60 60
55 55
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o ‘©
5 35 c 35
30 F 30
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20 20
0 20 40 60 0 20 40 60
Tiempo (horas) Tiempo (horas)

Figura 24. Rectas de regresion del pardmetro de color croma C* (lado izquierdo) y del
parametro tonalidad h* (lado derecho), obtenidos en la evaluacién de la estabilidad del extracto

rojo de broza de café en disolucién al 4% ante el efecto de la exposicién a la luz por 60 horas.
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Las ecuaciones del modelo que describen la relacidon estadistica para cada variable, se

muestran a continuacion:

Cromaticidad, C *= 51,666667 — 0,030556 * Tiempo [22]

Tonalidad, h *= 43,29386 + 0,0335526 * Tiempo [23]

Esto indica que manteniendo las mismas condiciones el parametro de cromaticidad
disminuyd en 0,031 al paso de una hora, y el dngulo de tonalidad aumenté 0,034° al paso de una
hora; en cualquier condicién luz-oscuridad en que se encuentre las muestras. Estos resultados con
un coeficiente de correlacion R? de 28,02% para cromaticidad y 68,14% para tonalidad; es decir la
variacion total de la cromaticidad es explicada por el modelo de regresién, Unicamente en un

28,02%, y para la tonalidad en un 68,14%.

En cuanto al contenido de antocianinas monomeéricas totales, en el analisis se obtuvo
diferencias significativas en el tiempo (p<0,0001), en la condicién luz-oscuridad (p= 0,0007) y en la
interaccién entre ambas variables (p=0,0160) (ver anexo 9.11, cuadro A 25). Por lo tanto, se realizd

el andlisis a partir de esta interaccion, como se muestra a continuacion.

Cuadro X. Regresiones lineales para el contenido de antocianinas monoméricas obtenidas durante
la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo de la broza de café en disolucion al 4%, ante el

efecto de la exposicion a la luz a lo largo de 60 horas.

Tratamiento Ecuacion Pendiente!  Intercepto R? Valor P

Luz A=11,005263 - -0,036696*  11,005263  0,888251 <0,0001*
0,0366959 * tiempo

Oscuridad A=11,184211 - -0,0204678°> 11,184211 0,84625 0,0004*
0,0204678 * tiempo

*Efecto significativo (p<0,05);!Letras diferentes en una misma columna representan diferencias significativas con a = 0,05

Como se puede observar en este caso, ambas condiciones fueron significativamente
diferentes en el tiempo, es decir, tanto en luz como en oscuridad las muestras con el extracto rojo
de broza de café sufrieron una disminucion significativa del contenido de antocianinas a lo largo del

tiempo.
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De esta forma y en igualdad de condiciones, se espera que, por cada aumento de 1 hora en
el tiempo el contenido de antocianinas disminuya en -0,037 (mg cid-3-rut/ L) en condiciones de luz.
Y para cada aumento de 1 hora en el tiempo el contenido de antocianinas disminuya en -0,021 (mg

cid-3-rut/ L) en condiciones de oscuridad.

Sin embargo, para saber si las degradaciones eran diferentes para cada concentracién se
realizé un analisis de varianza de las diferentes pendientes obtenidas y una comparaciéon de
promedios por medio de una prueba t-student (p<0,05). Los resultados muestran que hubo
diferencias significativas entre cada condicion; es decir, la pérdida de antocianinas que se presentd
cuando las muestras estuvieron expuestas a la luz fue significativamente mayor a la que se presenté
con las muestras en la oscuridad. Esto concuerda con lo observado en algunos estudios donde el
contenido de antocianinas se redujo significativamente, hasta mas de un 50% en la presencia de luz
(De Rosso & Mercadante, 2007; Gris et al., 2007; Janna et al., 2007). Aunque esta pérdida de
antocianinas no cambid la tonalidad del extracto cuando se encontraba en condiciones de luz,

suficientemente como para percibirse.

Ademas de los modelos de regresidn, se determind, al igual que para la prueba de calcio, el
coeficiente cinético o constante de velocidad de reaccidn, con el fin de conocer la velocidad con la
que degradan las antocianinas en cada caso. Con este analisis se obtuvo una constante de
velocidad k de 0,00369 (1/hora) para las muestras expuestas a luz, y un valor de k de 0,00192

(1/hora) para las muestras que se encontraban en oscuridad.

Estos resultados se pueden interpretar como si la velocidad de degradacién de las
antocianinas fue mas répida en condiciones de luz que en condiciones de oscuridad. La gréficay los

resultados se muestran a continuacion:
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14 k (luz)= 0,00369
12 k (oscuridad)= 0,00192
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Figura 25. Cinéticas de degradacién para el contenido de antocianinas monoméricas totales
obtenidas en la evaluacién de la estabilidad del extracto rojo de la broza de café en disolucion al

4%, ante el efecto de la exposicion a la luz a lo largo de 60 horas.

Por otro lado, el indice de oscurecimiento, otro pardmetro que evidencia la degradacion de
antocianinas en el tiempo, no presentd efecto significativo para la variable tiempo (p=0,7352), no
fue dependiente de la condicion de luz-oscuridad (p=0,6900), y no presento interaccidn entre estas
dos variables (p=0,2299). De manera que se puede confirmar que la mayor pérdida de antocianinas
en condiciones de luz sigue siendo baja y no afecté el color, ya que no se formaron tampoco

compuestos oscuros en mayor grado.
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5.4 Evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucién ante

el efecto de diferentes temperaturas y su cinética de reaccién

Esta prueba tenia como objetivo evidenciar el comportamiento del extracto rojo de broza
de café ante el efecto de la temperatura y determinar su cinética de reaccién. Para ello se

analizaron cinco temperaturas diferentes, cada una por separado como se muestra a continuacion.

Temperatura 80 °C

Para evaluar el comportamiento a la temperatura de 80 °C, se determinaron los parametros
de color: luminosidad (L*), cromaticidad (C*) y tonalidad (h*) como se observa en la figura A 5,
anexo 9.7; ademas del contenido de antocianinas (figura 34) e indice de oscurecimiento (figura A

10., anexo 9.7).

Con el andlisis de varianza se observd que no se obtuvo efecto significativo en el tiempo
para la variable luminosidad L* (p=0,2811) ni para el pardmetro cromaticidad C* (p=0,0538). Sin

embargo, para la variable tonalidad h* se obtuvo significancia para la variable tiempo (p<0,0001).

Por lo tanto, se realizaron regresiones lineales, cuya ecuacion y graficas que describen la

relacion entre el angulo de tonalidad h* y el tiempo se muestra a continuacién.
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Tonalidad h*

Figura 26. Recta de regresion del pardmetro de color tonalidad (h*), obtenida durante la
evaluacion del efecto de la temperatura 80 °C sobre la estabilidad del extracto rojo de broza de café

al 4% alo largo de 8 horas.

Tonalidad h *= 45,875817 + 2,0310458 * Tiempo [24]
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Esto indica que, en las mismas condiciones de analisis, al aumentar el tiempo en 1 hora el
angulo de tonalidad h* aumentard 2,03°, con un coeficiente de correlacién R? de 89,15%. Al
observar las imagenes que se presentan en la Figura 32, se hizo evidente el cambio de coloracién

rojo, que iba tornandose en naranja y terminando en color café.

La degradacion por aumento de la temperatura fue evidenciada en multiples estudios. Las
antocianinas se presentan inestables ya que con el incremento de la temperatura se acelera esta
degradacién de antocianinas como cianidina-3-o-glocdsido y cianidina-3-o-rutinésido (Gris et al.,

2007; Janna et al., 2007; Tonon et al., 2010; Li et al., 2013; Sui et al., 2014).

Temperatura 80 °C
Tiempo Repeticion Tiempo Repeticién
(horas) 1 2 3 (horas) 1 2 3
0 4,5
0,5 5
1
1,5
2
2,5

w
+ W w

Figura 27. Fotografias de las disoluciones del extracto rojo de broza de café al 4%, durante

la evaluacidn del efecto de la temperatura 80 °C a lo largo de 8 horas.
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Temperatura 55 °C

En la evaluacion de la temperatura de 55 °C, se determinaron los pardmetros de color:
luminosidad (L*), cromaticidad (C*) y tonalidad (h*) como se observa en la figura A 6, anexo 9.7; vy
el contenido de antocianinas monoméricas totales (figura 34) e indice de oscurecimiento (figura A

10., anexo 9.7).

Con estos resultados se realizd un analisis de varianza al igual que se hizo con la
temperatura de 80 °C. En este caso todos los pardmetros de color: L*, C* y h* presentaron efectos
significativos en el tiempo (p<0,0001), por lo que se calculd la regresidn lineal como se observa a

continuacion.

Cuadro XI. Regresiones lineales de los pardmetros de color obtenidas durante la evaluacién de la
estabilidad del extracto rojo de la broza de café en disolucién ante el efecto de la temperatura

55°Calolargo de 8 horas.

Parametro Ecuacion Pendiente  Intercepto R2 Valor P

L* L* = 48,254902 - -0,960784  48,254902 0,344328  <0,0001*
0,960784 * tiempo

c* C* =46,545752 + 0,7802288  46,545752 0,468071 <0,0001*
0,7802288 * tiempo

h* *=44,266667 + 0,7436275  44,266667 0,878188  <0,0001*
0,7436275 * tiempo

*Efecto significativo (p<0,05)

A partir de estos resultados, se puede observar la ecuacion que describe la relacién entre

los pardmetros de color y el tiempo, cuando la disolucién se encontraba a la temperatura de 55 °C.

Esto indica que, en las mismas condiciones de andlisis, al aumentar el tiempo en 1 hora, la
luminosidad L* del extracto en disolucién disminuyd -0,96, la cromaticidad C* del extracto en

disolucion aumentdé 0,78, y el angulo de tonalidad h* del extracto en disolucién aumentd 0,74°.
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Al observar las imdgenes que se presentan en la Figura 28, se hizo evidente el cambio de
coloracioén que se dio a partir del tiempo 0, donde la muestra iba transformando su coloracién de
rojo a naranja. El aumento de la temperatura dio lugar a una degradacién de antocianinas. Esta
influencia negativa de la temperatura en la estabilidad del compuesto se ha observado por muchos

investigadores, como se menciond para la temperatura de 80 °C.

La degradacién de las antocianinas a temperaturas altas como la de 80 °Cy 55 °C, también
puede estar relacionado con la presencia de azlcares y proteinas, lo cual puede resultar en la
reaccion de Maillard (pardeamiento no enzimatico). Especificamente la presencia de azlcares o de
productos resultantes de su degradacién puede acelerar la pérdida de antocianinas, ya que esta
velocidad de reaccidon sigue la tasa de conversion de azlcares a furfural. Este Ultimo compuesto,
qgue es un derivado de aldopentosas, asi como hidroximetilfurfural, que es un derivado de ceto-
hexosas, ambos son productos resultantes de la reaccidon de Maillard que se condensan junto con
las antocianinas; estas reacciones conducen a la formacion de compuestos con coloracién marrén

como se observé en ambas temperaturas (Tonon et al., 2010; Sui et al., 2014).
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Temperatura 55 "C

Tiempo Repeticion Tiempo Repeticion
(horas) 1 2 3 (horas) 1 2 3
0 45

0,5 5

1 55

1,5 6,0

2 6,5

2:5 7,0

3 7,5

3,5 8

e

Figura 28. Fotografias de las disoluciones del extracto rojo de broza de café a 4%, durante la

evaluacién del efecto de la temperatura 55 °C a lo largo de 8 horas.
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Temperatura 25 °C

Para la temperatura de 25 °C, de igual forma se determinaron las graficas de los parametros
de color: luminosidad (L*), cromaticidad (C*) y tonalidad (h*) (figura A 7, anexo 9.7), el contenido
de antocianinas monomeéricas totales (ver figura 34) e indice de oscurecimiento en funcion del

tiempo (figura A 10., anexo 9.7).

A partir de estos resultados se realizé un analisis de varianza al igual que se hizo con las
temperaturas anteriores. Para este caso todos los pardmetros de color: L*, C* y h* presentaron
efectos significativos en el tiempo (p<0,0283), por lo que se calculd las regresiones lineales como se

observa a continuacion.

Cuadro XIl. Regresiones lineales de los parametros de color, obtenidas en la evaluacién del efecto
de la temperatura 25 °C sobre la estabilidad del extracto rojo de la broza de café en disolucién a lo

largo de 216 horas.

Parametro Ecuacion Pendiente  Intercepto R2 Valor P

L* L*=42,43543 — -0,002789 42,43543 0,09626 0,0283*
0,002789 * tiempo

c* C* =49,438794 + 0,0073205  49,438794  0,135771 0,0085*
0,0073205 * tiempo

h* *=43,654569 + 0,0355923  43,654569 0,814071 <0,0001*
0,0355923 * tiempo

*Efecto significativo (p<0,05)

Estos resultados indicaron que, en las mismas condiciones de analisis, al aumentar el
tiempo en 1 hora, la luminosidad L* del extracto en disolucién disminuyd 0,0028, la cromaticidad
C* del extracto en disolucién aumentd 0,0073 y el dangulo de tonalidad h* del extracto en disolucién

aumentd 0,036°.

Aunque no se trata de temperaturas tan altas como las dos temperaturas descritas

anteriormente, con estos resultados se dejé evidencia de que a temperatura de 25 °C se presentd
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degradacion de antocianinas y por ende cambios en la coloracién del extracto rojo de broza de café

como se observa en la Figura 29.

Generalmente, se ha observado que a altas temperaturas se da una rapida disminucion del
pigmento, lo cual se ha estudiado por diferentes investigadores, debido a su gran importancia. Sin
embargo, Janna et al. (2007) exponen como diferentes investigaciones han encontrado que
extractos de antocianinas se mantienen por mayor tiempo a temperatura de 25 °C, mostrando un
porcentaje de 7-20% de menor degradacion con respecto a otras temperaturas cercanas. Este
resultado es consistente con los hallazgos de otros investigadores que informaron que las

temperaturas elevadas provocan un aumento de la degradacion del pigmento y que es mas lento a

25 °C.
Temperatura 25 °C
Tiempo Repeticion Tiempo Repeticion
(horas) 1 2 3 (horas) 1 2 3
0 48
2 72
4 96
6 120
8 144
16 168
24 192
32 216
T—-

Figura 29. Fotografias de las disoluciones del extracto rojo de broza de café al 4%, durante

la evaluacién del efecto de la temperatura a 25 °C a lo largo de 216 horas.
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Temperatura 4 °C

Al igual que con las temperaturas anteriores para la temperatura de 4 °C, se determinaron
los parametros de color (observas figura A 8., anexo 9.7), el contenido de antocianinas

monomeéricas totales (ver figura 34) e indice de oscurecimiento (figura A 10., anexo 9.7).

Con el analisis de varianza se observd que no se demostrd efecto significativo en el tiempo
para la variable luminosidad L* (p=0,1209) ni para la variable tonalidad h* (p=0,7974). Sin embargo,
para el pardmetro cromaticidad C* se obtuvo diferencias significativas para la variable tiempo
(p<0,0001). Por lo tanto, se realizaron regresiones lineales, la ecuacion y la grafica que describen la

relacion entre el parametro de cromaticidad C* y el tiempo se muestra a continuacion.
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Figura 30. Recta de regresion para el pardmetro de cromaticidad C* obtenida durante la
evaluacién de la estabilidad del extracto rojo de broza de café ante el efecto de la temperatura 4 °C

por un periodo de 76 dias.
Cromaticidad, C *= 51,634903 - 0,006181 * Tiempo [25]

A partir de estos resultados, se puede observar que, al aumentar el tiempo en 1 dia, la
cromaticidad C* del extracto en disolucién disminuyd 0,0062, con un coeficiente de correlacion R?

de 45,74%.

En la Figura 31, se presentan las imagenes para cada tratamiento y no fue perceptible
visualmente un cambio de coloracién del extracto, debido a que la saturaciéon o cromaticidad (C*)

es el atributo que permite diferenciar entre un estimulo mas o menos cromatico. Es decir, la
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sensacién visual débil-fuerte, palido-intenso, llamativo-apagado de un color lo define la
cromaticidad, por lo tanto, lo que ocurre es que se da una transformacion del color a mas palido y

menos llamativo, a lo largo del tiempo.

Con las temperaturas que fueron analizadas anteriormente se evidencia como al aumentar
la temperatura se dio una degradacién acelerada de las antocianinas lo cual se esperaba ya que
estos pigmentos son muy termo sensibles; por lo tanto, a menor temperatura se esperaba de igual

forma una menor degradacion (Tonon et al., 2010).

Este comportamiento de las antocianinas ante la temperatura ha sido corroborado en
diferentes investigaciones; por ejemplo, al evaluar la estabilidad de la malvidina-3-glucésido de
vinos de uva roja V.Vinifera se observé una aceleracién de la degradacion al incrementar la
temperatura de 4+ 1 °C a 29+ 3 °C. También se encontrd una tasa de degradacién 3,5 veces mayor
en muestras de pulpa de acai que se almacenaron a temperatura ambiente, con respecto a las
muestras almacenadas a temperatura de refrigeracién a 4 °C. De igual forma, se estudié la
estabilidad de las antocianinas presentes en la zanahoria negra y se verificé una pérdida de 11%
después de 64 dias de almacenamiento a 4 °C, mientras que a 25 °C la pérdida fue de 33% (Gris et

al., 2007; Tonon et al., 2010).
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Temperatura 4 °C

Tiempo Repeticion Tiempo Repeticion
(dias) 1 2 3 (dias) 1 2 3
0 30

Figura 31. Fotografias de las disoluciones del extracto rojo de broza de café al 4%, durante

la evaluacion del efecto de la temperatura 4 °C por un periodo de 76 dias.



Temperatura -20 °C

Para observar el comportamiento a la temperatura de -20 °C, también se determinaron los
mismos parametros de color de las temperaturas anteriores (ver figura A 9., anexo 9.7) el contenido

de antocianinas monomeéricas totales (ver figura 34) e indice de oscurecimiento (figura A 10, anexo

9.7).

Con el analisis de varianza se observd que se presenté efecto significativo en el tiempo para
la variable luminosidad L* (p=0,0025) y para el parametro cromaticidad C*(p=0,0417); mientras que

para la variable tonalidad h* no se evidencié diferencias significativas en el tiempo (p=0,3388).

Por lo tanto, se realizaron las regresiones lineales, la ecuacion y las graficas que describen la

relacion entre estos parametros de color y el tiempo, como se muestra a continuacién
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Figura 32. Rectas de regresion de los pardmetros de color luminosidad y cromaticidad,
obtenidas durante la evaluacion del efecto de la temperatura -20 °C en la estabilidad del extracto

rojo de broza de café en disolucion a lo largo de 106 dias.

Las ecuaciones del modelo que describen la relacién estadistica para cada variable, se

muestran a continuacion:
Luminosidad, L x= 41,397968 + 0,0008486 * Tiempo [26]

Cromaticidad, C *= 50,04943 - 0,000408 * Tiempo [27]
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Las regresiones indicaron que manteniendo las mismas condiciones el pardmetro de
luminosidad va a aumentar 0,00085 al paso de un dia, y el parametro cromaticidad va a disminuir
0,00041 al paso de un dia; cuando las muestras se encontraron en congelacién a -20 °C. Estos
resultados con un coeficiente de correlacién R? de 28,24% para luminosidad L* y 13,99% para

cromaticidad C*.

A estas condiciones de congelacion la energia cinética de las moléculas es menor por lo que
disminuye el nimero de choques efectivos ocasionando que la reaccién de degradacién se dé muy
lentamente, por ello el analisis se realizd a lo largo de tres meses y medio. Aunque los resultados
obtenidos fueron cambios significativos en el tiempo, estos cambios son tan pequefios que son casi
imperceptibles, como se puede observar en la Figura 42 donde se presentan las imagenes para

cada muestra de extracto rojo de broza de café a diferentes tiempos (Alcafiiz, 1995; Diaz, 2010).

Temperatura -20 "C

Tiempo Repeticion Tiempo Repeticion
(dizs) 1 2 3 (dias) ik 2 3
41

Figura 33. Fotografias de las disoluciones del extracto rojo de broza de café al 4%, durante

la evaluacién del efecto de la temperatura -20 °C, por un periodo de 106 dias.



Cinética Quimica

El estudio de cinética quimica fue realizado a partir de los resultados de antocianinas
totales obtenidos durante la evaluacién de las diferentes temperaturas, en todos los casos el
contenido de antocianinas totales presentd diferencias significativas en el tiempo (p=0,0001)
exceptuando la temperatura de -20 °C (observar anexos 9.12, 9.13, 9.14, 9.15, 9.16). Estos
resultados fueron ajustados a un modelo de degradacién de primer orden como se observa en las

graficas de la figura 34.

La descomposicion térmica de las antocianinas y especificamente la cianidina 3-o-glucdsido
y la cianidina-3-o-rutindsido, ha sido reportada en estudios previos de diferentes autores, como una
reaccion cinética de primer orden (Kirca & Cemeroglu, 2003; Wang & Xu, 2007; Tonon et al., 2010;
Jing et al., 2012; Li et al., 2013; Sui et al., 2014). Por lo tanto, el modelo de degradacion y la
ecuacién se ajustaban como se sefialé en la seccién 3.5 del marco tedrico, y se utilizé de forma

logaritmica como se presenta en la ecuacion (5).

[A]e = [A], exp(—kt) (5]

O en forma logaritmica,

Ln[A] = Ln[A], — kt (6]

La principal finalidad de la cinética quimica es establecer el mecanismo de las reacciones,
para lo cual es necesario determinar la ecuacion de cinética, los érdenes de reaccidén con respecto a
las distintas especies, la constante de velocidad “k” y la dependencia de esta ultima con la
temperatura, los tiempos de vida media “t %“ ; y a partir de estos resultados podemos ademas
determinar la energia de activacién “E,”, que es la energia que deben absorber los reactivos para
alcanzar el estado activado (barrera de activacion) (Diaz, 2010). Algunos de estos parametros
fueron establecidos a partir de las graficas que se muestra a continuacion y los datos se reportan en

el cuadro XIlI.
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Figura 34. Cinéticas de degradacidn a diferentes temperaturas de las antocianinas presentes

en un extracto rojo de broza de café en disolucién al 4%.
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Cuadro XIIl. Pardmetros cinéticos de degradacion de antocianinas presentes en disolucion del

extracto rojo de broza de café al 4%, durante la evaluacién del efecto de la temperatura.

Temperatura E,
Ecuacion de cinética k (1/h) t % (h)
°C K (KJ/mol)
80 353,15 [A]=10,8986 *exp (-0,117616*tiempo) 0,117616 6
55 328,15 [A]=9,7723*exp (-0,025354*tiempo) 0,025354 27
25 298,15 [A]=9,9782*exp (-0,001496*tiempo) 0,001496 463 67,29
4 277,15 [A]=9,6935*exp (-0,000324*tiempo) 0,000324 2140
-20 253,15 [A]= 10,0280*exp (-0,000013*tiempo)  0,000013 53171

Como se observa la constante de velocidad k fue en aumento conforme aumentd la
temperatura, con valores de 0,000013 (1/h) para la temperatura de -20 °C, de 0,00032 (1/h) para la
temperatura de 4 °C, de 0,0014 (1/h) para la temperatura de 25 °C, de 0,025 (1/h) para la
temperatura de 55 °C y de 0,12 (1/h) para la temperatura de 80 °C; es decir, el aumento de la
temperatura dio lugar a una degradacién mas rapida de antocianinas, lo cual se esperaba puesto
que estos pigmentos son muy termo sensibles como se menciond anteriormente (Tonon et al.,

2010).

La explicacién radica ademds en que un aumento en la temperatura implica una mayor
energia cinética de las moléculas. Por lo que al aumentar la velocidad a la que se mueven las
particulas, aumentard el nimero de colisiones y la violencia de éstas vy, por tanto, el nimero de
moléculas con una energia que es igual o mayor que la energia de activacién, haciendo también que

se eleve el nimero de choques o colisiones efectivos (Alcafiiz, 1995; Diaz, 2010).

Asimismo, se determind, el tiempo de reduccién a la mitad o vida media, el cual indica el
tiempo transcurrido al que se ha reducido la concentracion de reactivo (antocianinas) a la mitad,
gue como se observa fue dependiente de la temperatura, a mayor temperatura menor vida media

(Van Boekel, 2009).

Li et al. (2013), reportaron que las antocianinas de pulpa de camote morada eran mas
estables térmicamente con t % de 96,3 ,25,6 y 12,6 h a pH 3 a 80, 90 y 100 °C. Kirca et al. (2007)
reportaron que los valores de t %2 de las antocianinas de la zanahoria negra a 70, 80 y 90 °C fueron
25,1, 10,0, y 6,3 h, respectivamente, tanto a pH 3 y pH 4. Wang & Xu (2007), encontrd que los

valores de t %2 de las antocianinas de jugo de mora a los 60, 70, 80 y 90 °C fueron, respectivamente,
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16,7, 8,8, 4,7 y 2,9 a pH 2,86. Son resultados similares, en comparacién con los obtenidos para las
antocianinas del extracto rojo de broza de café, que fueron de 6, 27 y 463 horas, para las
temperaturas de 80, 55 y 25 °C, respectivamente. Por lo tanto, las antocianinas del extracto de
broza de café fueron menos estables a altas temperaturas que las presentes en la pulpa de camote

morada; sin embargo, fueron bastante estables a temperatura ambiente.

Por otro lado, de igual manera se determind la energia de activacion la cual corresponde a
la energia necesaria para activar o iniciar una reaccién que es dependiente de las condiciones del
medio en que se encuentre. Una energia de activacién alta corresponde a una velocidad de
reaccion muy sensible a la temperatura (la representaciéon de Arrhenius tiene una pendiente
grande) y, una energia de activacién pequeiia corresponde a una velocidad de reaccién
relativamente insensible a cambios de temperatura, pues al tener una energia de activacion baja

con o sin temperatura de igual forma se da la reaccion (Li et al., 2013).
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Figura 35. Determinacion de la energia de activacién (E;) de la degradacién de las

antocianinas presentes en el extracto rojo en polvo de la broza de café al 4%.

Al comparar el resultado obtenido con otros resultados reportados en diferentes
investigaciones (cuadro XIV), se observa que la mayoria de los valores de E, reportados estan en el
rango de 20-200 KJ/mol. El valor de E, en este caso fue de 67,29 KJ/mol, es decir, la energia
necesaria para que se inicie las reacciones de degradacién de las antocianinas cianidina-3-glucésido
y para cianidina-3-rutindsido del extracto rojo en polvo de la broza de café, estd en acuerdo con los

valores reportados (Sui et al., 2014).
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Cuadro XIV. Energias de activacion determinadas durante el estudio cinético de degradacién de

antocianinas de frutas y vegetales obtenidos en diferentes investigaciones siguiendo un

procesamiento térmico.

N° Fuente Antocianinas Ea (KJ/mol) Referencia
1 Flor de Jamaica Delfinidina-3-xylosylglucdsido E.= 66,22 Aurelio et al., 2008
Cianidina-3- xylosylglucdésido
2 Uva (Grape Delfinidina, cianidina, E,= 65,32 Mishra et al., 2008
pomace) petunidina, peonidina,
malvidina
3 Camote morado Extracto de antocianinas E.=72,49 Reyes & Cisneros-
Zevallos, 2007
4 Camote rojo Extracto de antocianinas E.=74,24 Reyes & Cisneros-
Zevallos, 2007
5 Uva Extracto de antocianinas E.=76,61 Reyes & Cisneros-
Zevallos, 2007
6  Zanahoria purpura Extracto de antocianinas E.=88,79 Reyes & Cisneros-
Zevallos, 2007
Zanahoria negra Antocianinas monoméricas E,=78,1 Kirca et al., 2007
Maiz morado Extracto de antocianinas Es=18,3 Yang et al., 2008
Puré de ciruela Antocianinas totales E,=37,48 Ahmed et al., 2004
10 Piel de uva Extracto de antocianinas Es=50,0 Dyrby et al., 2001
11 Zarzaparrilla Extracto de antocianinas E.=77,0 Dyrby et al., 2001
12 Sauco Extracto de antocianinas Es=56,0 Dyrby et al., 2001
13 Camote morado Extracto de antocianinas E,=111,57 Lietal, 2013
14 Jugo de naranja Extracto de antocianinas E.=72,0 Kirca & Cemeroglu,
con antocianinas 2003
de zanahoria negra
15 Frambuesa Antocianinas monoméricas Es,=97,1 Kirca & Cemeroglu,
2003
16 Sistema modelo Cianidina-3-rutindsido y E,=99,2-118 Kirca & Cemeroglu,
peonidina-3-rutindsido 2003
17  Sistemas modelo Cianidina-3-rutindsido y E;=92,5-96,3 Sui etal., 2014
cianidina-3-glucdsido Es=91,5-93,0

Por otro lado, al observar los indices de oscurecimiento (ver anexo 9.7, Figura A 10.), se

ratifica la degradacion de las antocianianinas en el tiempo, pues para cada temperatura se presenté

efecto significativo para la variable tiempo con excepcién de la temperatura de -20 °C (p=0,1464)

(ver anexos de 9.12 a 9.16).
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Las graficas de regresion y sus correspondientes ecuaciones se muestran a continuacion.
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Figura 36. Rectas de regresion para el indice de oscurecimiento obtenidas durante la
evaluacién del efecto de la temperatura en la estabilidad del extracto rojo de broza de café en

disolucién al 4%.

Indice de oscurecimiento (80 °C) = 1,1142484 — 0,034493 * Tiempo [28]
Indice de oscurecimiento (55°C) = 1,1121503 — 0,009268 * Tiempo [29]
Indice de oscurecimiento (25 °C) = 1,1257457 — 0,000635 * Tiempo [30]
Indice de oscurecimiento (4 °C) = 1,1073564 — 0,0000942 * Tiempo [31]

Esto indica que bajo las mismas condiciones el indice de oscurecimiento disminuyd en

0,034 al paso de una hora, a la temperatura de 80 °C. El coeficiente de correlacion, R? , fue de
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96,67%. Mientras que, a la temperatura de 55 °C, bajo las mismas condiciones el indice de
oscurecimiento disminuyd en 0,0093 al paso de una hora, con un coeficiente de correlacion, R? de
91,06%. A la temperatura de 25 °C, el indice de oscurecimiento disminuyd en 0,000635 al paso de
una hora, y el coeficiente de correlacién, R?, fue de 90,85%. Y por Gltimo para la temperatura de 4
°C, el indice de oscurecimiento disminuyd en 0,000094 al paso de un dia, con un coeficiente de
correlacion, R?, fue de 92,56%. Es decir, la disminucién de la temperatura disminuye la velocidad de

la reaccién de pardeamiento no enzimatico también.

5.5 Evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café en una matriz

alimentaria

5.5.1 Yogur

Adicionalmente a las evaluaciones en sistema modelo, se evalud el extracto sobre matrices
alimentarias. Se aplicd en yogur natural (ver anexo 9.3) y se determinaron los parametros de color:
luminosidad (L*), cromaticidad (C*) y tonalidad (h*), comparando con el colorante artificial FD&C

Rojo 40.

Mediante el analisis estadistico de los resultados que se muestran anteriormente se
determind que el pardmetro de color luminosidad (L*) y angulo de tonalidad (h*) obtuvieron
diferencias significativas para la variable tiempo (p<0,0006), respectivamente. Para la variable tipo
de colorante también se obtuvieron diferentes significativas (p<0,0001) en ambos casos; y no se
obtuvo diferencias significativas para la interaccién tiempo*tipo de colorante (p=0,1072) (Ver anexo

9.17).

Por lo tanto, para estas diferencias encontradas en los pardmetros de color L* y h* a lo

largo del tiempo, se realizaron regresiones lineales, como se muestra a continuacion.
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Figura 37. Rectas de regresion del pardmetro de color luminosidad L* (lado izquierdo) y del
parametro tonalidad h* (lado derecho), obtenidas durante la evaluacidon de la estabilidad del

extracto rojo en polvo de broza de café al 6% y del FD&C Rojo No. 40 en yogur al 0,0006%, a lo largo
de 40 dias.

Las ecuaciones del modelo que describen la relacién estadistica para cada variable, se

muestran a continuacion:
Luminosidad, L x= 82,5867 + 0,0298 * Tiempo [32]
Tonalidad, h *= 44,0495 4+ 0,5907 * Tiempo [33]

Esto indica que manteniendo las mismas condiciones el parametro de luminosidad ésta va a
aumentar 0,0298, al paso de un dia, y el angulo de tonalidad va a aumentar 0,5907° al paso de un
dia; en una muestra de yogur natural. Estos resultados con un coeficiente de correlaciéon R? de

97,40% para luminosidad L* y 82,45% para tonalidad h*.

Ademas, se realizd una comparacion a través de una t-student (p<0,05), para evidenciar la

diferencia significativa entre ambos tipos de colorantes
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Figura 38. Comparacion de medias para los parametros de color luminosidad L* (lado
izquierdo) y tonalidad h* (lado derecho), obtenidos durante la evaluacién de la estabilidad del

extracto rojo en polvo de la broza de café al 6% y del FD&C Rojo No. 40 al 0,0006% en yogur, por un
periodo de 40 dias.

Como se puede observar a través de la figura 38, el pardmetro luminosidad fue
significativamente mayor para el FD&C Rojo No. 40, mientras que fue significativamente menor en
el dngulo de tonalidad (h*); es decir se acercd mas a tonos claros, pero conservando el tono
ligeramente rosado del producto, como se puede observar en la figura 39, mientras que las

muestras de yogur que contenian el extracto rojo de broza de café se tornaron color café y tonos

MmM4as 0SCUros.
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Yogurt

Colorante: rojo 40 Colorante: broza de café
Tiempo Repeticion Repeticidn
(dias) 1 2 3 1 2 3

Figura 39. Fotografias de las muestras de yogur durante la evaluacion de la estabilidad del
extracto rojo en polvo de la broza de café al 6% y del FD&C Rojo No. 40 al 0,0006%, por un periodo
de 40 dias.

Por otro parte, para el parametro cromaticidad (C*), se encontré diferencias significativas
en el tiempo (p=0,0001), para la variable tipo de colorante (p<0,0001) y para la interacciéon
(p=0,0009). Es decir, en cuanto a la medicién de color se obtuvo diferencia significativa en el tiempo

de forma dependiente al tipo de colorante, por lo que su analisis se realiza a partir de la interaccién.
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Cuadro XV. Regresién lineal del parametro de color cromaticidad (C*), obtenidas durante la
evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café al 6% y del FD&C Rojo No.

40 al 0,0006% en yogur, a lo largo de 40 dias.

Tratamiento Ecuacion Pendiente  Intercepto R? Valor P

Rojo 40 C* =16,274775- -0,1213213  16,274775 0,443966 0,0004*
0,1213213*Tiempo

Broza de cafe C*=17,077027- -0,0103303 17,077027 0,037923  0,3618
0,0103303*Tiempo

*Efecto significativo (p<0,05)

Para la variable cromaticidad (C*), se obtuvo efecto significativo solo para el colorante
artificial FD&C Rojo No. 40; es decir hubo una reduccién en la sensacién visual pdlido-intenso
acercandose a tonos mas palidos a lo largo del tiempo. Manteniendo las mismas condiciones el
parametro de cromaticidad disminuyd 0,1213 al paso de un dia, mientras que para el extracto rojo

en polvo de broza de café este cambio no fue significativo en el tiempo.

En diversas investigaciones se han reportado resultados que demuestran que las
antocianinas cumplen con los requisitos para ser utilizados como colorantes en sistemas de
alimentos como el yogur. Por ejemplo, Giusti y Wrolstad (2003) reportaron que las antocianinas de
col roja y de rdbano presentan alta intensidad de tonalidad roja en los yogures y cremas acidas con

un pH que oscila entre 4,2 y 4,5 (Gris et al., 2007).

En muestras como los helados y yogur que no eran sometidas bajo un proceso de
calentamiento, se observé que mantenian mayor enrojecimiento del color que aquellas muestras
gue se habian sometido a un proceso de calentamiento (Gris et al., 2007; Prudencio et al., 2008;

Jing & Giusti, 2015).

Ademas, se observo que las antocianinas en sistemas lacteos podrian formar complejos con
macromoléculas que protegen las antocianinas de la degradacion. Algunos investigadores sugieren
que la grasa en la leche y otros componentes tales como proteinas podrian proteger a las
antocianinas de la degradacién durante el tratamiento térmico, aunado a que las antocianinas

pueden aumentar la estabilidad al formar complejos de copigmentacion intermolecular con
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polifenoles (Jing & Giusti, 2015). En el caso de esta Ultima investigacion, también se observé que los

iones calcio estabilizaron las antocianinas, que pudo ser el caso en el yogur analizado.

5.5.2 Sirope de fresa

Se evalué el pigmento en sirope de fresa (ver ficha técnica en anexo 9.4) y se determinaron
los pardmetros de color: luminosidad (L*), cromaticidad (C*) y tonalidad (h*), comparando de igual

forma con el colorante artificial FD&C Rojo 40.

Mediante analisis de varianza se determind que para los pardmetros luminosidad (L*)
existian diferencias significativas en la variable tiempo (p=0,0011), en la variable tipo de colorante
(p<0,0001) y en la interaccién tiempo x tipo de colorante (p=0,0167). El pardmetro cromaticidad
(C*), obtuvo diferencias significativas para tiempo (p=0,0035), para tipo de colorante (p<0,0001) y
para su interaccion (p=0,0044). De igual forma, para el dngulo de tonalidad (h*), se observaron
diferencias significativas para la variable tiempo (p<0,0001), para la variable tipo de colorante
(p<0,0001) y para la interaccién tiempo*tipo de colorante (p<0,0001) (Ver anexo 9.18). Por lo tanto,
se realiza andlisis de regresiones lineales a partir de la interaccion significativa en los tres

parametros de color, como se observa en el cuadro XVI.
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Cuadro XVI. Regresiones lineales de los parametros de color, obtenidas durante la evaluacién de la
estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café al 4% y del FD&C Rojo No. 40 al 0,004% en

sirope de fresa, por un periodo de 90 dias.

Parametro  Tratamiento Ecuacién Pendiente! Intercepto R? Valor P

L* Rojo 40 L* = 33,409061 + 0,0379316 33,409061 0,087805 0,0046*
0,0379316*Tiempo

Broza de café L* =32,957604 + 0,0105944 32,957604 0,00854 0,5460
0,0105944*Tiempo

c* Rojo 40 C*=71,563934+ 0,0007358 71,563934 0,000308 0,9089
0,0007358*Tiempo

Broza de café ~ C*=56,820792+ 0,0541903 56,820792 0,188977 0,0028*
0,0541903*Tiempo

h* Rojo 40 h* =44,533318 -  0,0421777° 44,533318 0,284001 0,0002*
0,0421777*Tiempo

Brozade café  h*=47,760838+ 0,1358377® 47,760838 0,661414 <0.0001*
0,1358377*Tiempo

*Efecto significativo (p<0,05);1Letras diferentes en una misma columna representan diferencias significativas con a = 0,05

En cuanto a la variable luminosidad (L*) que corresponde a la sensacidon claro-oscuro
presenté diferencia significativa en el tiempo Unicamente para el colorante FD&C Rojo No.40; es
decir, manteniendo las mismas condiciones el parametro de luminosidad aumenté 0,03793 al paso
de un dia, mientras que para el extracto rojo de broza de café este cambio no fue significativo en el
tiempo. Aunque al observar las Figuras 40 y 41, las muestras con extracto rojo en polvo de broza de
café aparentaban tonalidades mas oscuras a lo largo del tiempo, que el cambio que se observé en

el caso del colorante artificial.

La variable cromaticidad (C*) que hace referencia a la sensacion palido-intenso, mostré
diferencia significativa para las muestras con extracto rojo de broza de café; caso contrario al
anterior; se concluyé que manteniendo las mismas condiciones de andlisis el parametro
cromaticidad aumenté 0,05419 al paso de un dia, mientras que para el FD&C Rojo No.40 no hubo
un cambio significativo en el tiempo, para evidenciar este efecto se puede observar las Figuras 40 y

41 antes mencionadas.
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En cuanto al angulo de tonalidad (h*) que en este caso fue la referencia para el color rojo se
observo diferencias significativas en el tiempo para ambos casos; por lo que se procedid a realizar
un analisis de varianza de las pendientes donde se obtuvo diferencias significativas entre tipos de
colorantes comparados por una t-student (p<0,05). Bajo las mismas condiciones el dngulo de
tonalidad en las muestras que contienen colorante FD&C Rojo No0.40 disminuyé 0,042° al paso de
un dia, es decir, se volvié mas rojo (ver figura 40); mientras que las muestras con extracto rojo de
broza de café aumentd el dngulo de tonalidad en 0,1358° al paso de un dia, es decir, la tonalidad se

transformd de rojo a amarillo (ver figura 41).

Este ultimo cambio, puede ser debido a la pérdida de antocianinas que evidencian un color
rojo y la presencia de productos pardos formados durante las reacciones de degradacion de
Maillard que se evidencian en tonos cafés, y otras sustancias producidas a partir de la destruccion
de calentamiento de antocianina-3-glucésido como: chalconas, a-dicetona, acido protochoique,
guercitina y aldehido de floroglucinol; estas sustancias producen combinaciones de color marrén
que reducen la calidad y claridad de color, como se observa en las Ultimas imdagenes de la figura 52

(Tonon et al., 2010; Hassani & Sharifi, 2012).

La degradacién gradual del color rojo en antocianinas de acerola y acai también se observd
visualmente en diferentes sistemas de alimentos como bebidas suaves isoténicas. La intensidad de
color rojo disminuyé durante el almacenamiento de todos los sistemas, y fueron acompafiadas de
los cambios de tonalidad desde rojo a color amarillo, aumentando los valores de h* durante el
tiempo de experimento. Ademads, se corroboré que la degradacién de antocianinas puede ser
facilmente percibido por el ojo humano y que los cambios visuales del color se dieron en 5y 300 h

de almacenamiento (Mercadante, 2007).
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Figura 40. Fotografias de las muestras de sirope de fresa durante la evaluacion de la

estabilidad del FD&C Rojo No. 40 al 0,004%, por un periodo de 90 dias.
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Sirope de fresa con broza de café
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Figura 41. Fotografias de las muestras de sirope de fresa durante la evaluacion de la

estabilidad del extracto rojo en polvo de broza de café al 4%, por un periodo de 90 dias.
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CONCLUSIONES

Se comprueba que hay un efecto del pH sobre la estabilidad de las antocianinas presentes
en el extracto rojo en polvo de la broza de café, al observar como varia el color al cambiar el pH del

medio.

Se concluye que a valores mayores de pH 2, el cambio de color y el contenido de
antocianinas es significativamente diferente a otros pH, sin embargo, no es significativamente
diferente al pH 3 en la variable tonalidad (h*), por lo que se selecciond este Ultimo como pH de

trabajo a lo largo del estudio.

Se observa un efecto positivo en la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café
ante la presencia de iones calcio, pues se encuentran diferencias significativas entre la presencia o
ausencia total de calcio. Este efecto es mas evidente al alcanzar la concentracién maxima de
estudio, concentracién de 200mg/ 100 mL de calcio donde la pérdida en el contenido de

antocianinas fue menor.

El efecto de luz no es perceptible visualmente en los pardmetros de color L*, C* y h*. Pero
si existen diferencias significativas entre la degradacién del contenido de antocianinas expuestas a

la luz en comparacién con las que se encontraban en oscuridad, aunque en muy baja velocidad.

Para todas las temperaturas evaluadas, exceptuando la de -20 °C se observd una
degradacién significativa del contenido de antocianinas en el tiempo. Ademas, en todas las
temperaturas se observd cambios de coloracién durante el tiempo de almacenamiento, sin

embargo la velocidad de degradacién fue menor a menor temperatura.

La cinética de la reaccion de degradacion de las antocianinas totales presentes en el
extracto ante el efecto de la temperatura, mostré vidas medias desde 6 horas a 80 °C hasta 53171
horas a la temperatura de -20 °C, un equivalente a 6 afios; y una alta energia de activacion de la

reaccion de 67,29 KJ/mol.
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En cuanto a las matrices alimentarias que contenian el extracto, el yogur presentd variacion
del color en el tiempo para el parametro L* y h*, y el sirope de fresa para los pardmetros C* y h*,
ambos casos con diferencias significativas al ser comparado con FD&C Rojo No. 40. Ambos
productos, se volvian menos rojos y variaban su luminosidad o intensidad de color a lo largo del

tiempo.

RECOMENDACIONES

Analizar la composicion y cantidad de azlcares presentes en la broza de café capaces de

formar otros compuestos que presenten coloracion roja-marrén.

Optimizar el proceso de secado por aspersion “Spray Dryer”, para encontrar las mejores

condiciones para obtener el extracto.

Evaluar otro método para la estabilizacion de las antocianinas como la copigmentacion ya
sea por autoasociacion, copigmentacion intramolecular, complejo con metal, o copigmentacién

intermolecular.

Aplicar el extracto en nuevas matrices alimentarias para observar su comportamiento en un
periodo de almacenamiento; como por ejemplo: en babidas “ready to drink”, productos de

confiteria y rellenos o coberturas de panaderia.
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ANEXOS

9.1 Pruebas realizadas para la definicién de la concentracién y tipo de aditivo con funcién

preservante a utilizar a lo largo del estudio

Cuadro A 1. Observaciones realizadas durante la evaluacién del aditivo con funcién preservante en

disoluciones con extracto rojo de broza de café al 4%.

Tipo de preservante

Concentracion

Observaciones

Sorbato de potasio

1%

No se disuelve por completo y cambian el color

Sorbato de potasio

0,1%

Formacién de turbidez

Benzoato de sodio

1%

No se disuelve por completo y cambian el color

Benzoato de sodio

0,1%

Después de una semana de almacenamiento no

cambio el color, no presenta olor, ni formacién de

turbidez o gas.

Propionato de calcio

1%

aporta iones calcio

No se disuelve por completo, cambian el colory

Propionato de calcio

0,1%

Cambio ligeramente el color, aporta iones calcio

9.2 Resultados de color al evaluar la concentracién de broza de café sirope 4 y 8%, yogur 6 y 10%

Cuadro A 2. Evaluacidn de color de diferentes concentraciones de extracto rojo de broza de café en

muestras de yogury si

rope de fresa.

Yogur L+ C(ozl*or e Sirope de fresa T Cgl*or e
Concentracién Concentracién
Extracto de 80+4 15+4 46%2 Extracto de 3547 60+7 46+2
broza 6% broza 4%
Concentracién Concentracién
Extracto de 6214 2544 40+2 Extracto de 48+7 5347 37+2

broza 10%

broza 8%
t*

*Promedios reportados con L.C=x +

\/;, conn=3yun95 % de confianza.
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9.3 Ficha técnica del yogur.

Cuadro A 3. Ficha técnica con datos tedricos para un yogur natural, marca “La Rueda”.

Ficha Tecnics Producto: Yogur Matural

INFORMACION GEMERAL
Elsborads & partir de: Lachie descramada v pasteurizads Ingredientes
Peso neto: 1000 gramas L=che descremsda y pasteurizada,
Lot - solidos Icteos no grasos, cultia
Fecha vencimiento: 200815 laction y malbating
Hecho en Costa Rica por: Larry Montealagre, Cartsza

CARACTERSTICAS DEL PRODUCTD

Indicaciones de: Warsaner an rafrigarscion, Tipc de P i
) Chlico &n penera
sbmacenamiento | despues de sbierts se recomienda | corsumidor =
redrigenar.
Bl products st lista p
) . . N F de pr.l.—:-z.l_a ara
Empague Envase plastico, galon d= 1 fitro. CONSUMIT, NS requiens ninguna
consuma .
preparacion previa.
Infonmacion nutricional, formas y
, o d= L=a
" i rememencaciones |_.h
Souets ngredientes, registro sanitana,
= lote v fachm de vencmisnto,
condiciones de almscenamiznta.

CARACTERISTICAS FISICAS, QUIMICAS ¥ SENSORIALES

pH-4.42

Textura: viscoss

Colar: Blanca

Olor: egradaiie ligero = leche
Sabor: acido, Bct=o, sin andcar.

INFORMACTON NUTRMMMAL (INCAP, 2012; RTCA, 2010

Tarrafia de porcion 100
Porciones por envase 10
Componente: Cantided por cada 100g Componente Camtidad por cada 100
Valor energetico 5000 ksl Protena 573 g
Grasa Total 018 g Fibra Diietatica Totsl 000 =
Agidos gresos saturcdas [+ ] Ceniza 118 g
Agidos grosos insgturcdas o5 g Calda 189 mg
Carbobidratos TEE £ Potasio 255 me
Acicares 000 g Sodio 7 ome
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9.4 Ficha técnica del sirope de fresa

Cuadro A 4. Ficha técnica con resultados tedricos para un sirope de fresa.

Ficha T2cnica Producta: Sirope de Fress

INFORMACTON GENERAL
Emborads a partir de: Azicar, sgus, 8lmiaddn y sabar ngredientes
Peso neto: 00 gramos Azunm, azumar, almedon modificado,
Lote: - sabor, Bcido citrico y benzoato e
Fecha wencimierto: - sodin
Hexcha en Costa Rica por: Leborators Universidad de Costs Rics
CARACTERISTICAS DEL PRODLACTO
ndicaciones ge Mantener a temperatun Tipo de .
. R Pablico en genersl
almacenamerto | ambents, despues de abiertase | consumador
recomesnda refgenar.
. El producio ests listo pars
Enyase plastico tipo cremera con Foerma de
Empague COASEMIF, NO fequiere nEnzuna
capecioed de 300 gramas. COnsTO
preparacion previa.
Informacion nutricanal, farmas y .
- Azum £2.5%, Azucar 35%,
Infarmecen en rECcoOmeEnEacionss de uso Imid dificade 15%. sak
etiquets ngredisntes, repistro saniteta, | Formulscion Hmisenmeaience 525, mmear
& fresa 0,5%, aodo cbnco 04%y
deseabile” wbe y fechie de vencmienta, :
benzowto de sodio 0.1%
condiciones de slmacenamenio
CARACTERISTICAS FISICAS, QUIMICAS ¥ SENSORIALES
"Burix: 35 "Brix
pHE 3,2
3 Textura: viscosa
i Calor: transpanenbs
Odor: agradable ligero & fress
Sabor & frasa
INFORMACION NUTRICIGNAL [INCAF, 2012; RTCA, 20 10)
Tamanc de porcian [T
Forciones por envase 3
Companents Cantidad por cacs 100g Coem ponente Cantidad por cada
100g
‘Walor energetico 1344 K Cenize 047 g
@rasa Toke 000 g Portasio 0,00 mg
Ariges groses soturacos 000 g Soio 20 mg
Carbohidratas MES E Calde 1,75 g
Azdicores 000 g Fasforo 0,35 mg
Froteine 000 g Hizrro 0035 mg
Fibra Distétics Total 000 g Colestern 0,00 mg
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9.5 Resultados de analisis microbioldgicos

Cuadro A 5. Reporte de analisis microbiolégico Laboratorio de Analisis de Microbiologia del Centro

Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos.

l1del
Me24-2015
R-54-032 Emisitn 4. 26/06H 2
REPORTE DE ANALISIS MICROBIOLOGICO
TIFO DE SOLICITUD: PIN SOLICITANTE: Elva Cuebrofkrissia Villalta
OFERTA N*: 12-15 EMPRESA O PROYECTO: B3-507
FECHA ENTRADA: 16/32015 DIRECCION: ETA
FECHA ANALISIS: 18/032015 TELEFOND: BT42 5342
FECHA EMISION: 20/052015 Fax:
RESULTADOS DE LOS ANALISIS REALIZADOS POR NUMERD DE MUESTRA
MUESTRA# DESCRIPCION AMALISIS REALIZADOS
Fecuento de mesdfilos Recuenta de mohos y
aerobios (LUFCig) levadurss (UFChg)
24 Exfracio de broza de caié 14 x10° <10
METODO EMPLEADD
PaSaA-MRM=001 PSa=-MM-007
Baclericlogical Anahdtical Marual Marma Oficial Mexcana.
orline. 2001. Chapler 3. MOM-111-5541-1594.
Asrabic Plake Count Metado para la cuenla de
Pouch, F. Ho, K. 2001, mohos y evaduras an
Compendium of Meods for the alimerics. (Modificada).
Microtealomecal Examination of
Foods. American Public Health
Azsocialon.
NOTAS:
1. Este informe de analisis 2 refiere inicaments & las muesiras ensayadss que fueron recbidas en les instelaciones del CITA
process de mussiten ha sido resporsabildad del disnte.
2 Esbereporie no debe ser reproducido parcialmente, sin sutonzecidn express del responsable del laboratonio.
3 Pas cudguier consulia sobre bos resullados de esios enélisis, por favor comuniguese con &l responsable de este reporte al (508
2511-T214
4. Erwienos sus comenlanos sobre nuestos senicios d comen _suopirion cilafucr.seor o comuniguese &l feléfona: (508) 2511-
E5a0.
OBSERVACIOMES

Emitide por: Bach. Vanny Mora .
GERENTE TECNICO
LABORATORIO DE ANALISIS
MICROBIOLOGIA
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9.6 Graficas de los resultados crudos obtenidos para determinar la estabilidad del extracto rojo
en polvo de la broza de café, ante los efectos de pH, concentracidén de iones calcio y

exposicioén a la luz
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Figura A 1. Resultados de luminosidad (L*), cromaticidad (C*) y tonalidad (h*) obtenidos
durante la evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucién

ante el efecto de diferentes concentraciones de iones Ca: 0, 75, 125 y 200 (mg/100 mL).
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Figura A 2. Luminosidad (L*), cromaticidad (C*) y tonalidad (h*) obtenidos durante la
evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucién ante el

efecto de la exposicién a la luz.

118



1,20
1,15
1,10
1,05
1,00

0,95

indice de Oscurecimiento

0,90
0 50 100 150 200

Tiempo (horas)
——0 —8—75 —&— 125 ——200

Figura A 3. indices de oscurecimiento obtenidos en la evaluacién de la estabilidad del
extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucién ante el efecto de diferentes

concentraciones de iones Ca: 0, 75, 125 y 200 (mg/100mL).
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Figura A 4. indices de oscurecimiento obtenidos en la evaluacién de la estabilidad del

extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucidn ante el efecto de la exposicidn a la luz.
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9.7 Graficas de los resultados crudos obtenidos durante la evaluacion de las diferentes

temperaturas para determinar la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café
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Figura A 5. Luminosidad (L*), cromaticidad (C*) y tonalidad (h*) obtenidos durante la
evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucién ante el

efecto de la temperatura 80 °C.
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Figura A 6. Luminosidad (L*), cromaticidad (C*) y tonalidad (h*) obtenidos durante la

evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucién ante el

efecto de la temperatura 55 °C.
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Figura A 7. Luminosidad (L*), cromaticidad (C*) y tonalidad (h*) obtenidos durante la
evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucién ante el

efecto de la temperatura 25 °C.
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Figura A 8. Luminosidad (L*), cromaticidad (C*) y tonalidad (h*) obtenidos durante la
evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucién ante el

efecto de la temperatura 4 °C.
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Figura A 9. Luminosidad (L*), cromaticidad (C*) y tonalidad (h*) obtenidos durante la
evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucién ante el

efecto de la temperatura -20 °C.
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Figura A 10. Indices de oscurecimiento obtenidos en la evaluacién de la estabilidad del

extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucién ante el efecto de la temperatura.
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9.8 Graficas de los resultados crudos obtenidos durante de la estabilidad del extracto rojo en

polvo de la broza de café aplicado en dos matrices alimentarias
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Figura A 11. Luminosidad (L*), cromaticidad (C*) y tonalidad (h*) obtenidos durante la
evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café y del FD&C Rojo No. 40 en

yogur.
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Figura A 12. Luminosidad (L*), cromaticidad (C*) y tonalidad (h*) obtenidos durante la

evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café y del FD&C Rojo No. 40 en

sirope de fresa.
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9.9 Resultados de los analisis de varianza para determinar la estabilidad del extracto rojo en

polvo de la broza de café en disolucién ante los efectos del pH

Cuadro A 6. Anélisis de varianza del efecto del pH sobre el pardmetro de color luminosidad L*,

durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucién.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob>F
cuadrados cuadrados
Modelo 5 745,19454 149,039 43,5517 <0,0001*
Error 12 41,06538 3,422
Total 17 786,25992

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 7. Analisis de varianza del efecto del pH, sobre el pardmetro de color cromaticidad C*,

durante la evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucién.

Suma de Media de los

Fuente g.L! Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 5 2083,3187 416,664 549,6677 <0,0001*
Error 12 9,0963 0,758
Total 17 2092,4150

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 8. Analisis de varianza del efecto del pH, sobre el pardmetro de color tonalidad h*,

durante la evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucién.

N Suma de Media de los
Fuente g.L. Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 5 4620,1652 924,033 2047,103 <0,0001*
Error 12 5,4166 0,451
Total 17 4625,5818

*Efecto significativo (P<0,05); 'Grados de Libertad.

Cuadro A 9. Andlisis de varianza del efecto del pH sobre el contenido de antocianinas totales,

durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucién.

Suma de Media de los
Fuente g.L? Valor F Prob>F
cuadrados cuadrados
Modelo 5 6,1197923 1,22396 22,3385 <0,0001*
Error 12 0,6574981 0,05479
Total 17 6,7772904

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.
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9.10 Resultados de los analisis de varianza para determinar la estabilidad del extracto rojo

en polvo de |a broza de café en disolucion ante el efecto de iones Ca

Cuadro A 10. Analisis de varianza del efecto del tiempo, concentracion de calcio y su interaccién
sobre el pardametro de color luminosidad L*, durante la evaluacién de la estabilidad del extracto

rojo en polvo de la broza de café en disolucion.

Suma de
Efecto gLt Valor F Prob>F
cuadrados
Tiempo 1 0,2167500 2,3350 0,1326
Concentracion de calcio 3 3,6653333 13,1619 <0,0001*
Tiempo *Concentracion de calcio 3 0,3482500 1,2505 0,3010

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 11. Analisis de varianza del efecto del tiempo, concentracién de calcio y su interaccion
sobre el parametro de color cromaticidad C*, durante la evaluacion de la estabilidad del extracto

rojo en polvo de la broza de café en disolucién.

Suma de
Efecto gLt Valor F Prob>F

cuadrados
Tiempo 1 0,972000 1,4079 0,2408
Concentracion de calcio 3 10,548500 5,0930 0,0036*
Tiempo *Concentracion de calcio 3 0,748667 0,3615 0,7811

*Efecto significativo (P<0,05); 'Grados de Libertad.

Cuadro A 12. Andlisis de varianza del efecto del tiempo, concentracidon de calcio y su interaccidn
sobre el pardmetro de color tonalidad h*, durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo

en polvo de la broza de café en disolucion.

Suma de
Efecto gLt Valor F Prob>F
cuadrados
Tiempo 1 291,40833 2020,431 <0,0001*
Concentracién de calcio 3 2,58333 5,9704 0,0014*
Tiempo *Concentracion de calcio 3 1,49167 3,4474 0,0231*

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.
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Cuadro A 13. Andlisis de varianza del efecto del tiempo sobre el pardmetro de color tonalidad h*,
durante la evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucion

ante el efecto de concentracion de calcio 0 (mg/ 100mL).

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob>F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 90,133333 90,1333 516,9412 <0,0001*
Error 13 2,266667 0,1744
Total 14 92,400000

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 14. Andlisis de varianza del efecto del tiempo sobre el parametro de color tonalidad h*,
durante la evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café en disoluciéon

ante el efecto de concentracién de calcio 75 (mg/ 100mL).

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 73,633333 73,6333 736,3333 <0,0001*
Error 13 1,300000 0,1000
Total 14 74,933333

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 15. Anélisis de varianza del efecto del tiempo sobre el parametro de color tonalidad h¥*,
durante la evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucion

ante el efecto de concentracion de calcio 125 (mg/ 100mL).

Suma de Media de los
Fuente gLt Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 64,035630 64,0356 1196,853 <0,0001*
Error 13 0,695543 0,0535
Total 14 64,731173

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.
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Cuadro A 16. Anélisis de varianza del efecto del tiempo sobre el pardmetro de color tonalidad h*,
durante la evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucion

ante el efecto de concentracidn de calcio 200 (mg/ 100mL).

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob>F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 61,633333 61,6333 471,3137 <0,0001*
Error 13 1,700000 0,1308
Total 14 63,333333

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 17. Anélisis de varianza del efecto de la concentracién de calcio sobre las pendientes
obtenidas en el andlisis de regresion de la tonalidad h* contra el tiempo, durante la evaluacién de la

estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucion.

Suma de Media de los
Fuente gLt Valor F Prob>F
cuadrados cuadrados
Concentracion 3 0,03729167 0,012431 4,9722 0,0310*
Error 8 0,02000000 0,002500
Total 11 0,05729167

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 18. Analisis de varianza del efecto del tiempo, concentracién de calcio y su interaccion
sobre el contenido de antocianinas totales durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo

en polvo de la broza de café en disolucion.

Suma de
Efecto gLt Valor F Prob>F
cuadrados
Tiempo 1 67,012909 1031,832 <0,0001*
Concentracion de calcio 3 1,266405 6,4998 0,0008*
Tiempo *Concentracion de calcio 3 0,269748 1,3845 0,2581

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 19. Analisis de varianza del efecto del tiempo, concentracion de calcio y su interaccién
sobre el indice de oscurecimiento durante la evaluaciéon de la estabilidad del extracto rojo en polvo

de la broza de café en disolucidn.

Suma de

Efecto gLt Valor F Prob>F

cuadrados
Tiempo 1 0,06869741 12,7736 0,0008*
Concentracion de calcio 3 0,02164883 1,3418 0,2711
Tiempo *Concentracion de calcio 3 0,00904715 0,5607 0,6434

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.
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9.11 Resultados de los analisis de varianza para determinar la estabilidad del extracto rojo

en polvo de |a broza de café en disolucion ante el efecto de la exposicién a la luz

Cuadro A 20. Andlisis de varianza del efecto del tiempo, condicién luz/oscuridad y su interaccién
sobre el pardametro de color luminosidad L*, durante la evaluaciéon de la estabilidad del extracto

rojo en polvo de la broza de café en disolucion.

Suma de
Efecto gLt Valor F Prob>F
cuadrados
Tiempo 1 1,2983041 1,0075 0,3325
Condicién luz/oscuridad 1 0,0450000 0,0349 0,8544
Tiempo * Condicién luz/oscuridad 1 1,4784211 1,1473 0,3022

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 21. Analisis de varianza del efecto del tiempo, condicién luz/oscuridad y su interaccion
sobre el parametro de color cromaticidad C*, durante la evaluacion de la estabilidad del extracto

rojo en polvo de la broza de café en disolucién.

Suma de
Efecto gLt Valor F Prob>F
cuadrados
Tiempo 1 10,217778 5,1628 0,0394*
Condicion luz/oscuridad 1 0,375556 0,1898 0,6698
Tiempo * Condicién luz/oscuridad 1 0,196725 0,0994 0,7572

*Efecto significativo (P<0,05); 'Grados de Libertad.

Cuadro A 22. Andlisis de varianza del efecto del tiempo, condicion luz/oscuridad y su interaccion
sobre el pardmetro de color tonalidad h*, durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo

en polvo de la broza de café en disolucion.

Suma de
Efecto gLt Valor F Prob > F
cuadrados
Tiempo 1 12,320526 27,9964 0,0001*
Condicién luz/oscuridad 1 0,002222 0,0050 0,9444
Tiempo * Condicién luz/oscuridad 1 0,856199 1,9456 0,1848

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.
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Cuadro A 23. Analisis de varianza del efecto del tiempo, condicion luz/oscuridad y su interaccion
sobre el contenido de antocianinas totales durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo

en polvo de la broza de café en disolucion.

Suma de
Efecto gLt Valor F Prob>F
cuadrados
Tiempo 1 8,9404094 93,1633 <0,0001*
Condicién luz/oscuridad 1 1,8050000 18,8090 0,0007*
Tiempo *Condicion luz/oscuridad 1 0,7205263 7,5082 0,0160%*

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 24. Anélisis de varianza del efecto del tiempo sobre el contenido de antocianinas, durante
la evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucidon ante el

efecto de la exposicién a la luz.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 7,3685380 7,36854 55,6406 <0,0001*
Error 7 0,9270175 0,13243
Total 8 8,2955556

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 25. Anélisis de varianza del efecto del tiempo sobre el contenido de antocianinas, durante
la evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucién ante el

efecto de la exposicién a la oscuridad.

Suma de Media de los
Fuente g.L? Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 2,2923977 2,29240 38,5285 0,0004*
Error 7 0,4164912 0,05950
Total 8 2,7088889

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 26. Analisis de varianza del efecto de la condicién luz/oscuridad sobre las pendientes
obtenidas en el anélisis de regresién del contenido de antocianinas contra el tiempo, durante la

evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café en disolucién.

Suma de Media de los

Fuente g.L? Valor F Prob>F
cuadrados cuadrados
Condicién 1 0,00039502 0,000395 19,8725 0,0112%*
Error 4 0,00007951 0,000020
Total 5 0,00047454

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.
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Cuadro A 27. Anilisis de varianza del efecto del tiempo, condicién luz/oscuridad y su interaccién

sobre el indice de oscurecimiento durante la evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo

de la broza de café en disolucién.

Suma de
Efecto gLt Valor F Prob>F
cuadrados
Tiempo 1 0,00032295 0,1190 0,7352
Condicién luz/oscuridad 1 0,00045000 0,1659 0,6900
Tiempo *Condicion luz/oscuridad 1 0,00427500 1,5758 0,2299

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.
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9.12 Resultados de los analisis de varianza para determinar la estabilidad del extracto rojo

en polvo de |a broza de café en disolucion a la temperatura 80 °C

Cuadro A 28. Anadlisis de varianza del efecto de la temperatura 80 °C sobre el pardmetro de color
luminosidad L*, durante la evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de

café en disolucion.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob>F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 19,88235 19,8824 1,1880 0,2811
Error 49 820,03922 16,7355
Total 50 839,92157

1Grados de Libertad.

Cuadro A 29. Analisis de varianza del efecto de la temperatura 80 °C sobre el pardmetro de color
cromaticidad C*, durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de

café en disolucion.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 20,81059 20,8106 3,9058 0,0538
Error 49 261,07569 5,3281
Total 50 281,88627

1Grados de Libertad.

Cuadro A 30. Andlisis de varianza del efecto de la temperatura 80 °C sobre el pardmetro de color
tonalidad h*, durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café

en disolucién.

Suma de Media de los
Fuente gLt Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 1262,2949 1262,29 402,4100 <0,0001*
Error 49 153,7051 3,14
Total 50 1416,0000

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.
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Cuadro A 31. Andlisis de varianza del efecto de la temperatura 80 °C sobre el contenido de

antocianinas totales durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de

café en disolucion.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob>F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 192,33582 192,336 1118,062 <0,0001*
Error 49 8,42928 0,172
Total 50 200,76510

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 32. Andlisis de varianza del efecto de la temperatura 80 °C sobre el indice de

oscurecimiento durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de

café en disolucion.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 0,36407851 0,364079 1425,632 <0,0001*
Error 49 0,01251364 0,000255
Total 50 0,37659216

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.
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9.13 Resultados de los analisis de varianza para determinar la estabilidad del extracto rojo

en polvo de |a broza de café en disolucion a la temperatura 55 °C

Cuadro A 33. Analisis de varianza del efecto de la temperatura 55 °C sobre el pardmetro de color
luminosidad L*, durante la evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de

café en disolucion.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob>F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 282,4759 282,471 25,7325 <0,0001*
Error 49 573,88235 10,977
Total 50 820,35294

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 34. Analisis de varianza del efecto de la temperatura 55 °C sobre el pardmetro de color
cromaticidad C*, durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de

café en disolucion.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 186,27962 186,280 43,1175 <0,0001*
Error 49 211,69372 4,320
Total 50 397,97333

*Efecto significativo (P<0,05); 'Grados de Libertad.

Cuadro A 35. Andlisis de varianza del efecto de la temperatura 55 °C sobre el pardmetro de color
tonalidad h*, durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café

en disolucién.

Suma de Media de los

Fuente gLt cuadrados cuadrados Valor F Prob > F
Modelo 1 169,21243 169,212 353,2603 <0,0001*
Error 49 23,47110 0,479
Total 50 192,68353

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.
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Cuadro A 36. Andlisis de varianza del efecto de la temperatura 55 °C sobre el contenido de

antocianinas totales durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de

café en disolucion.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob>F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 14,365000 14,3650 212,3836 <0,0001*
Error 49 3,314216 0,0676
Total 50 17,679216

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 37. Anadlisis de varianza del efecto de la temperatura 55 °C sobre el indice de

oscurecimiento durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de

café en disolucion.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 0,02628397 0,026284 499,6348 <0,0001*
Error 49 0,00257771 0,000059
Total 50 0,02886169

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.
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9.14 Resultados de los analisis de varianza para determinar la estabilidad del extracto rojo

en polvo de |a broza de café en disolucion a la temperatura 25 °C

Cuadro A 38. Analisis de varianza del efecto de la temperatura 25 °C sobre el pardmetro de color
luminosidad L*, durante la evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de

café en disolucion.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob>F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 1,887097 1,88710 5,1126 0,0283*
Error 48 17,717103 0,36911
Total 49 19,604200

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 39. Analisis de varianza del efecto de la temperatura 25 °C sobre el pardmetro de color
cromaticidad C*, durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de

café en disolucion.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 13,000747 13,0007 7,5408 0,0085%*
Error 48 82,754453 1,7241
Total 49 95,755200

*Efecto significativo (P<0,05); 'Grados de Libertad.

Cuadro A 40. Analisis de varianza del efecto de la temperatura 25 °C sobre el pardmetro de color
tonalidad h*, durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café

en disolucién.

Suma de Media de los

Fuente gLt cuadrados cuadrados Valor F Prob > F
Modelo 1 307,32867 307,329 210,1628 <0,0001*
Error 48 70,19213 1,462
Total 49 377,52080

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.
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Cuadro A 41. Andlisis de varianza del efecto de la temperatura 25 °C sobre el contenido de

antocianinas totales durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de

café en disolucion.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob>F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 55,997373 55,9974 499,0643 <0,0001*
Error 48 5,385827 0,1122
Total 49 61,383200

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 42. Andlisis de varianza del efecto de la temperatura 55 °C sobre el indice de

oscurecimiento durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de

café en disolucion.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 0,09789695 0,097897 479,3335 <0,0001*
Error 48 0,00986505 0,000206
Total 49 0,10776200

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.
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9.15 Resultados de los analisis de varianza para determinar la estabilidad del extracto rojo

en polvo de |a broza de café en disolucion a la temperatura 4 °C

Cuadro A 43. Analisis de varianza del efecto de la temperatura 4 °C sobre el parametro de color
luminosidad L*, durante la evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de

café en disolucion.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob>F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 2,542341 2,54234 2,5201 0,1209
Error 37 37,326890 1,00883
Total 38 39,869231

1Grados de Libertad.

Cuadro A 44. Analisis de varianza del efecto de la temperatura 4 °C sobre el pardmetro de color
cromaticidad C*, durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de

café en disolucion.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 396,94399 396,944 31,1991 <0,0001*
Error 37 470,74831 12,723
Total 38 867,69231

*Efecto significativo (P<0,05); 'Grados de Libertad.

Cuadro A 45. Analisis de varianza del efecto de la temperatura 4 °C sobre el pardmetro de color
tonalidad h*, durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café

en disolucién.

Suma de Media de los
Fuente gLt Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 0,35628 0,35628 0,0668 0,7974
Error 37 197,26115 5,33138
Total 38 197,61744

1Grados de Libertad.
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Cuadro A 46. Andlisis de varianza del efecto de la temperatura 4 °C sobre el contenido de
antocianinas totales durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de

café en disolucion.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob>F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 59,488162 59,4882 211,1088 <0,0001*
Error 37 10,426197 0,2818
Total 38 69,914359

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 47. Andlisis de varianza del efecto de la temperatura 4 °C sobre el indice de
oscurecimiento durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de

café en disolucion.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 0,09235545 0,092355 460,6000 <0,0001*
Error 37 0,00741891 0,000201
Total 38 0,09977436

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.
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9.16 Resultados de los analisis de varianza para determinar la estabilidad del extracto rojo

en polvo de |a broza de café en disolucion a la temperatura -20 °C

Cuadro A 48. Andlisis de varianza del efecto de la temperatura -20 °C sobre el pardmetro de color
luminosidad L*, durante la evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de

café en disolucion.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob>F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 12,639589 12,6396 11,0154 0,0025*
Error 28 32,128411 1,1474
Total 29 44,768000

1Grados de Libertad.

Cuadro A 49. Andlisis de varianza del efecto de la temperatura -20 °C sobre el pardmetro de color
cromaticidad C*, durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de

café en disolucion.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 2,923371 2,92337 4,5537 0,0417*
Error 28 17,975296 0,64197
Total 29 20,898667

*Efecto significativo (P<0,05); 'Grados de Libertad.

Cuadro A 50. Analisis de varianza del efecto de la temperatura -20 °C sobre el parametro de color
tonalidad h*, durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de café

en disolucion.

Suma de Media de los
Fuente gLt Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 0,783877 0,783877 0,9473 0,3388
Error 28 23,170790 0,827528
Total 29 23,954667

1Grados de Libertad.
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Cuadro A 51. Andlisis de varianza del efecto de la temperatura -20 °C sobre el contenido de

antocianinas totales durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de

café en disolucion.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob>F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 0,341794 0,341794 0,6463 0,4282
Error 28 14,807873 0,528853
Total 29 15,149667

1Grados de Libertad.

Cuadro A 52. Analisis de varianza del efecto de la temperatura -20 °C sobre el indice de

oscurecimiento durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en polvo de la broza de

café en disolucion.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 0,00291547 0,002915 2,2316 0,1464
Error 28 0,03658120 0,001306
Total 29 0,03949667

1Grados de Libertad.
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9.17 Resultados de los analisis de varianza para determinar la estabilidad del extracto rojo

en polvo de |a broza de café en una matriz alimentaria yogur

Cuadro A 53. Analisis de varianza del efecto del tiempo, tipo de colorante y su interaccion sobre el
parametro de color luminosidad L*, durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en

polvo de la broza de café en yogur.

Suma de
Efecto gLt Valor F Prob>F
cuadrados
Tiempo 1 7,40277 13,5856 0,0006*
Tipo de colorante 1 892,68750 1638,262  <0,0001*
Tiempo * Tipo de colorante 1 1,47334 2,7039 0,1072

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 54. Anadlisis de varianza del efecto del tiempo, tipo de colorante y su interaccion sobre el
parametro de color cromaticidad C*, durante la evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en

polvo de la broza de café en yogur.

Suma de
Efecto gLt Valor F Prob>F
cuadrados
Tiempo 1 36,072553 18,0359 0,0001*
Tipo de colorante 1 99,763333 49,8806 <0,0001*

=

Tiempo * Tipo de colorante 25,638919 12,8192 0,0009*

*Efecto significativo (P<0,05); 'Grados de Libertad.

Cuadro A 55. Andlisis de varianza del efecto del tiempo sobre el pardmetro de color cromaticidad
C*, durante la evaluacion de la estabilidad del colorante FD&C Rojo No, 40 en una matriz

alimentaria yogur.

Suma de Media de los
Fuente gLt Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 61,26727 61,2673 17,5659 0,0004*
Error 22 76,73273 3,4879
Total 23 138,0000

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.
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Cuadro A 56. Anadlisis de varianza del efecto del tiempo sobre el parametro de color cromaticidad

C*, durante la evaluacién de la estabilidad extracto rojo de broza de café en una matriz alimentaria

yogur.
N Suma de Media de los
Fuente g.L. Valor F Prob >F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 0,444204 0,444204 0,8672 0,3618
Error 22 11,269129 0,512233
Total 23 11,713333

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 57. Analisis de varianza del efecto del tiempo, tipo de colorante y su interaccion sobre el

parametro de color tonalidad h*, durante la evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo

de la broza de café en yogur.

Suma de
Efecto gLt Valor F Prob>F
cuadrados
Tiempo 1 2904,7215 53,3384 <0,0001*
Tipo de colorante 1 8321,3333 152,8017 <0,0001*
Tiempo * Tipo de colorante 1 35,0270 0,6432 0,4269

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.
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9.18 Resultados de los analisis de varianza para determinar la estabilidad del extracto rojo

en polvo de |a broza de café en una matriz alimentaria sirope de fresa

Cuadro A 58. Analisis de varianza del efecto del tiempo, tipo de colorante y su interaccion sobre el
parametro de color luminosidad L*, durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en

polvo de la broza de café en sirope de fresa.

Suma de
Efecto gLt Valor F Prob>F
cuadrados
Tiempo 1 80,84584 11,4776 0,0011*
Tipo de colorante 1 192,13611 27,2773 <0,0001*
Tiempo * Tipo de colorante 1 41,99177 5,9615 0,0167*

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 59. Andlisis de varianza del efecto del tiempo sobre el pardmetro de color luminosidad L*,
durante la evaluacion de la estabilidad del colorante FD&C Rojo No, 40 en una matriz alimentaria

sirope de fresa.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 80,84584 80,8458 8,4706 0,0046*
Error 88 839,89516 9,5443
Total 89 920,74100

*Efecto significativo (P<0,05); 'Grados de Libertad.

Cuadro A 60. Analisis de varianza del efecto del tiempo sobre el parametro de color luminosidad L*,
durante la evaluacion de la estabilidad extracto rojo de broza de café en una matriz alimentaria

sirope de fresa.

Suma de Media de los
Fuente gLt Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 3,15338 3,15338 0,3704 0,5460
Error 43 366,07907 8,51347
Total 44 369,23244

1Grados de Libertad.
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Cuadro A 61. Anadlisis de varianza del efecto del tiempo, tipo de colorante y su interaccién sobre el
parametro de color cromaticidad C*, durante la evaluacion de la estabilidad del extracto rojo en

polvo de la broza de café en sirope de fresa.

Suma de
Efecto gLt Valor F Prob>F
cuadrados
Tiempo 1 42,3794 9,0326 0,0035*
Tipo de colorante 1 3668,5018 781,8841  <0,0001*
Tiempo * Tipo de colorante 1 40,1388 8,5551 0,0044*

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 62. Andlisis de varianza del efecto del tiempo sobre el pardmetro de color cromaticidad
C*, durante la evaluacion de la estabilidad del colorante FD&C Rojo No, 40 en una matriz

alimentaria sirope de fresa.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 0,015212 0,01521 0,0132 0,9089
Error 43 49,421232 1,14933
Total 44 49,436444

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 63. Analisis de varianza del efecto del tiempo sobre el parametro de color cromaticidad
C*, durante la evaluacién de la estabilidad extracto rojo de broza de café en una matriz alimentaria

sirope de fresa.

Suma de Media de los
Fuente gLt Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 82,50298 82,5030 10,0194 0,0028*
Error 43 354,07480 8,2343
Total 44 436,57778

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.
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Cuadro A 64. Anadlisis de varianza del efecto del tiempo, tipo de colorante y su interaccion sobre el
parametro de color tonalidad h*, durante la evaluacién de la estabilidad del extracto rojo en polvo

de la broza de café en sirope de fresa.

Suma de
Efecto gLt Valor F Prob>F
cuadrados
Tiempo 1 123,2266 27,0773 <0,0001*
Tipo de colorante 1 2161,8801 475,0420 <0,0001*
Tiempo * Tipo de colorante 1 445,1548 97,8163 <0,0001*

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 65. Anélisis de varianza del efecto del tiempo sobre el pardmetro de color tonalidad h*,
durante la evaluacion de la estabilidad del colorante FD&C Rojo No, 40 en una matriz alimentaria

sirope de fresa.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 49,97942 49,9794 17,0560 0,0002*
Error 43 126,00369 2,9303
Total 44 175,98311

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.

Cuadro A 66. Analisis de varianza del efecto del tiempo sobre el parametro de color tonalidad h¥*,
durante la evaluacion de la estabilidad extracto rojo de broza de café en una matriz alimentaria

sirope de fresa.

Suma de Media de los
Fuente gLt Valor F Prob > F
cuadrados cuadrados
Modelo 1 518,40199 518,402 83,9989 <0,0001*
Error 43 265,37579 6,172
Total 44 783,77778

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.
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Cuadro A 67. Andlisis de varianza del efecto de los tipos de colorantes sobre las pendientes
obtenidas en el analisis de regresion de la tonalidad h* contra el tiempo, durante la evaluacién de la

estabilidad de los colorantes en sirope de fresa.

Suma de Media de los
Fuente g.L! Valor F Prob>F
cuadrados cuadrados
Concentracion 1 0,01315831 0,013158 322,3701 <0,0001*
Error 4 0,00016327 0,000041
Total 5 0,01332158

*Efecto significativo (P<0,05); 1Grados de Libertad.
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