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Resumen

Se evalu6 el efecto del proceso de membranas, sobre la purificacion o
concentracion de un extracto de broza de café y de las condiciones de secado por
atomizacion, con el fin de obtener un producto con la mayor coloracion. El proceso
de membranas consisti6 en realizar etapas de microfiltracion, luego ultrafiltracion y
por ultimo diafiltracion. En la optimizacion del secado por atomizacion se evalué la

temperatura de entrada, la concentracion de maltodextrina y el flujo de alimentacion.

La microfiltracion permiti6 un proceso de clarificacion, al reducir los soélidos
insolubles sin afectar el contenido de antocianinas ni de &cido citrico en el
permeado. Ademas, permitid una reduccion de compuestos oscuros. La glucosa,
fructosa y sacarosa aumentaron su contenido en el permeado, sin embargo, no se

cuenta con evidencia estadistica.

En la etapa de ultrafiltracion se dio una concentracion en el producto retenido de
fructosa, sacarosa, ciadinina 3-rutindsido y acido citrico. En la etapa de diafiltracion
se logré una purificacion del extracto, ya que, aumento el contenido de antocianinas
y se redujo el de acido citrico, glucosa y fructosa, mientras que la sacarosa tuvo una
retencion del 100%.

La etapa de membranas favorecié el aumento del rendimiento del secado, por la
reduccion del contenido de monosacaridos en el producto diafiltrado, lo que ademas
preservo las antocianinas durante la etapa de secado. Sin embargo, no se
presentaron diferencias significativas en el tono del color (h° entre los polvos
previamente ultrafiltrados o diafiltrados. Ademas, el proceso membranario no tuvo
un efecto en la rehidratacion del producto en polvo, el cual se disolvié un 100% en

agua.

En la optimizacion del secado por atomizacion el flujo de alimentacion no presento

un efecto significativo para ninguna de las variables respuesta.

Las altas temperaturas durante el secado por atomizacion incrementaron las
pérdidas de cianidina 3-rutindsido, asi como del tono del color (h® mayores),

principalmente cuando se empled 4% 6 8% de maltodextrina. La concentracion de

xi



maltodextrina jugd el papel mas importante en la preservacién de la cianidina 3-
rutindésido, debido a un efecto de encapsulacion, independientemente de las

condiciones de flujo y temperatura.

Las condiciones 6ptimas de secado fueron 135 °C, 5,5% de maltodextrina y 4
mL/min. Los modelos generados no presentaron un buen ajuste, debido a un rango
de condiciones evaluadas muy estrechas, principalmente de temperatura y flujo de

entrada.

Se realizé un proceso de validacion del modelo, por tripicado, en dos extractos de
zonas de produccion diferentes, y se encontré que los resultados de cianidina 3-
rutinésido, color y rendimiento, del extracto procedente de la zona de Alajuela,
presentaron valores mas cercanos a lo predicho por el modelo que el extracto de la

zona de Cartago.

xii



I. Justificacion

La apariencia de los alimentos es un atributo que influye en las elecciones
de los consumidores, y el color resulta de suma importancia, ya que los hace mas
atractivos para el ojo humano y, ademas, puede ser relacionado con factores
como calidad, frescura, sabor, deseos de consumo entre otros (Lee & Scwartz,
2005). Es por esta razén, que en la industria alimentaria se han empleado los
colorantes, para restaurar el color propio de los alimentos perdido o alterado
como parte del procesamiento, manufactura y almacenamiento; asi como

homogeneizar el color (Martins et al., 2016).

En los Ultimos afios se ha presentado una tendencia, por parte del
consumidor, a reducir la ingesta de colorantes artificiales; esto debido a evidencia
de toxicidad a corto o largo plazo derivada del consumo de éstos y; posibles
efectos carcinogénicos, asi como, reacciones alérgicas y hasta posible efecto en
el comportamiento de nifios y adolescentes (Martins et al., 2016). Es por esta
razon, que se han buscado opciones alternativas para sustituir los colorantes
artificiales por productos que, por su naturaleza, contienen pigmentos como
carotenoides, betalainas y antocianinas; los cuales, ademas de presentar una
atractiva coloracion, se ha relacionado su consumo con beneficios en la salud
humana por sus propiedades bioactivas, asi como ser mas seguros (Mercadante
& Bobbio, 2007).

El café es uno de los cultivos de mayor produccion en Costa Rica y que
representa un importante impacto en la economia del pais. En el periodo de
2015-2016 la produccion nacional de café fruta fue de 2 233 453,07 fanegas, un
17,7% mayor a la cosecha anterior. De dicha cosecha, un 81,95% fue destinado

a exportacion y un 18,03% a consumo nacional (ICAFE, 2016).

A pesar de la importancia de la actividad cafetalera para el pais, el proceso
de produccion tiene el inconveniente que genera una gran cantidad de
subproductos, ya que la pulpa y la cascara comprenden cerca de un 45% del

fruto; por lo que, representan de los principales subproductos de la agroindustria



gue pueden aportar un valor agregado, al ser empleados para otros propdsitos
como extraccion de cafeina y polifenoles (Esquivel & Jiménez, 2012). Segun
Murthy y Madhava-Naidu (2012), los subproductos o desechos de la industria
cafetalera suelen ser usados como fertilizantes, para alimentacién de ganado y
composteo. Sin embargo, estos subproductos son ricos en carbohidratos,
proteinas, pectinas y compuestos bioactivos como carotenoides, vitaminas y

compuestos fendlicos, incluidas las antocianinas.

Las antocianinas son compuestos flavonoides responsables de la
coloracioén roja/azul de muchas frutas y representan un potencial sustituto de los
colorantes artificiales (Ersus & Yurdagel, 2007). Por lo que, el empleo de la broza
de café, compuesta por la cascara, pulpa y residuos de mucilago, es una
propuesta atractiva para el uso de subproductos que ocasionan dafio al medio
ambiente, al aprovechar sus beneficios en el desarrollo de productos nuevos que

satisfagan las necesidades del mercado.

En el estudio realizado por Ariza (2011), se encontré que las principales
antocianinas de la, comunmente, llamada broza del café son cianidina 3-
rutindsido y cianidina 3- glucésido. Factores como la estructura, la concentracion
de pigmento, el pH, la temperatura, la luz, la presencia de copigmentos, los iones
metdlicos, las enzimas, el oxigeno, los azlucares y las proteinas afectan la
estabilidad de los pigmentos naturales, especialmente compuestos de
antocianinas (Ersus & Yurdagel, 2007). Como consecuencia, se ha investigado
diferentes tratamientos que permitan aumentar la estabilidad de los pigmentos.
Por ejemplo, Quirds (2014) evalué el uso de escaldado y diferentes acidos
organicos, en varias concentraciones, para determinar las condiciones que
permitieran el mayor contenido de antocianinas en un extracto deshidratado y

otro concentrado.

En los estudios anteriores donde se obtuvo un extracto crudo de
antocianinas, se utilizé6 maltodextrina como acarreador o ayudante de secado. El
uso de polimeros es recomendado en procesos de secado de jugos de frutas, ya

que, la mayoria de los soélidos solubles en las frutas son azucares de bajos pesos



moleculares, los cuales al ser sometidos a procesos de eliminacion rapida de
agua, como el secado por atomizacion, resultan en una matriz amorfa que puede
sufrir cambios en el estado de transicion vitrea, ocasionando problemas de
pegajosidad, apelmazamiento, colapso y cambios de color (Nicoletti & Martinez,
2012).

Se ha observado que con la adicion de recubrimientos, antes o después
del secado, mejora la calidad del producto final, ya que, ademas de reducir los
problemas de pegajosidad y aglomeracion, forman una especie de capa sobre
las gotitas que permite encapsular compuestos activos (Chiou & Langrish, 2011,
Burnside, 2014). Los ayudantes de secado pueden contribuir a mantener las
propiedades funcionales deseadas en el producto terminado, como la estabilidad
frente a la oxidacidn, la facilidad de manejo, mejora de la solubilidad, y aumento
de la vida util (Nicoletti & Martinez, 2012).

En los estudios realizados por Ariza (2011) y Quirds (2014) se empleod
maltodextrina como recubrimiento; sin embargo, en otras investigaciones se han
secado jugos de frutas por atomizacién empleando otros recubrimientos como:
goma mesquite, almidon de yuca, goma arabiga y maltodextrinas con diferentes
grados de dextrinizacién (Tonon et al., 2010; Jiménez et al., 2011; Ferrari et al.,
2012). Varias de las publicaciones concuerdan en que la mayor retencion de
pigmentos se da con el uso de maltodextrina. Por ejemplo, en la investigacion de
Peng et al. (2013) se observé que la maltodextrina generé la mayor retencion de
antocianinas y compuestos fenolicos comparado con la B-ciclodextrina. Ademas,
Ferrari et al. (2012) publicaron que la goma arabiga causoé la menor retencion de
antocianinas, mientras que el uso de maltodextrina disminuy¢6 el angulo de tono
(relacionado con pigmentos rojos) de 10,67 con goma arabiga a 8,81 al usar
maltodextrina el &ngulo de tono h°, es decir, se dio una mayor conservacion de
dichos pigmentos.

Otro factor importante en la obtencion de pigmentos a partir de broza de
café es la temperatura empleada en la entrada del secador. El secado por
atomizacion ha sido el método por excelencia, ya que, el agua al ser evaporada

en un tiempo muy corto reduce el efecto de las altas temperaturas sobre



compuestos sensibles a ésta (Chiou & Langrish, 2011; Nicoletti & Martinez,
2012).

Las condiciones de secado empleadas por Ariza (2011) y Quirds (2014)
fueron de 160°C; sin embargo, varios estudios han encontrado que un aumento
de la temperatura de entrada en el secador ocasiona mayor degradacién de los
pigmentos. Por ejemplo, Jiménez et al. (2011) encontraron que a 140 °C se da la
menor pérdida de compuestos fendlicos y color que aquellos secados a 160 °C.
Asimismo, Mishra et al. (2014) publicaron que al aplicar mayor temperatura se da
una reduccion de la luminosidad (L*), del angulo de tono (h°) y menor contenido
de compuestos fendlicos.

La degradacion mas rapida de antocianinas a temperaturas mas altas
también puede estar relacionada con la presencia de azucares que junto con
proteinas, pueden resultar en la reaccion de Maillard (pardeamiento no
enzimatico) (Tonon et al., 2010). Por lo que, reducir el contenido de azlcares
resulta de suma importancia, ya que, la presencia de azucares o productos
resultantes de su degradacion puede acelerar la pérdida de antocianinas. Los
productos resultantes de la reaccion de Maillard (furfural e hidroximetilfurfural)
condensan junto con las antocianinas, conduciendo a la formacién de
compuestos con coloracion marrén (Tonon et al., 2010).

Actualmente la ultrafiltracion esta siendo foco de muchas investigaciones
con el proposito de clarificar jugos de frutas. Ya que, esta tecnologia esta basada
en la selectividad segun la permeabilidad de la membrana hacia los componentes
de los fluidos a los cuales se les aplica un gradiente de presiéon (Echavarria et al.,
2012). Por lo tanto, como esta tecnologia se basa en la separacion de
componentes segun los pesos moleculares, puede ser utilizada para separar los
azucares de pesos moleculares bajos.

Vergara et al. (2014) evaluaron el efecto de la ultrafiltracién en jugo de
cactus (Opuntia ficus-indica) y encontraron que el contenido de solidos solubles
y azucares totales del jugo ultrafiltrado fueron significativamente menores;
mientras que el contenido de compuestos polifendlicos fueron significativamente

mayores que en el jugo sin ultrafiltrar. En su caso Echavarria et al. (2012)



analizaron las propiedades fisico-quimicas del jugo clarificado (permeado) de
pera, manzana, mandarina y melocoton que mostré un aumento de los solidos
solubles y una disminucion del valor L*. Este oscurecimiento fue asociado con la
remocioén del agua, es decir por procesos de concentracion de los compuestos
fendlicos responsables del color; por lo tanto, se confirma que con la ultrafiltracion
se da una separacion de los compuestos fendlicos y de los azucares.

En investigaciones recientes se ha usado la microfiltracién como una etapa
previa a la ultrafiltracion, con el fin de eliminar particulas en suspension vy, por lo
tanto, reducir la colmatacibn de la membrana, asi como estabilizar
microbiol6gicamente el producto (Berk, 2013). También la diafiltracion es una
técnica usada en procesos de ultrafiltracion para purificar y completar la
separacion de azucares, sales y &cidos de soluciones que contienen proteinas,
pectinas y otras macromoléculas mejorando el rendimiento del proceso
(Yazdanshenas et al., 2005).

Ademas, en el estudio de Vergara et al. (2014) se encontré que al aplicar
ultrafiltracion se lograba realizar el secado por atomizacion con una menor
concentracion de recubrimiento, lo cual es de suma importancia, ya que en el
estudio realizado por Quirés (2014) se us6 una concentracion de maltodextrina
del 8%. Sin embargo, se observo que al emplear mayor cantidad de recubrimiento
se da una dilucion del pigmento. Por lo tanto, se busca secar el extracto de broza
con una menor concentracion de recubrimiento y asi evitar dicho efecto de
dilucion del color. En investigaciones realizadas en jugos de frutas se ha evaluado
el empleo de concentraciones de 3, 5, 6 y 7% de diferentes recubrimientos como
maltodextrina, goma arabiga, almidon de tapioca entre otros (Tonon et al., 2010;
Tonon et al, 2011; Ferrari et al., 2012; Mishra et al.,, 2014) obteniéndose
resultados satisfactorios al reducir la pegajosidad y, ademas, aumentar la
estabilidad de los pigmentos.

Por lo tanto, bajo este contexto el objetivo de la presente investigacion fue
evaluar el uso de distintas tecnologias de membranas para reducir el contenido
de azucares, asi como, concentrar y posteriormente deshidratar por atomizacion.

variando las condiciones de temperatura de entrada y el flujo de entrada al



secador y la concentracion del recubrimiento que permitieran obtener la mayor

potencia de coloracion del extracto de broza de café en polvo.



Il. Objetivos

2.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la aplicacion de tecnologias de membranas y de las
condiciones de secado por atomizacion sobre el extracto de broza de café para
la obtencién de un polvo con la mayor conservacion del color y contenido de

antocianinas.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Determinar el efecto de la combinacion de microfiltracion, ultrafiltracion y
diafiltracion sobre el contenido de azlcares totales, acidez, sdlidos totales
y contenido de antocianinas del extracto de broza de café para el
mejoramiento de las caracteristicas del producto durante el secado por
atomizacion.

2.2.2 Evaluar las condiciones de temperatura de entrada, flujo de alimentacién
y concentracion de maltodextrina en el secado por atomizacion para la
obtencion de un extracto de broza de café en polvo con el mayor contenido

de antocianinas y la mayor conservacion del color.



. Marco teérico

El café se ha conocido por muchas propiedades estimulantes, sin embargo,
los subproductos generados durante la obtencién del grano en muchos casos no
son debidamente manejados, generando gran cantidad de residuos que
contaminan el ambiente (Esquivel & Jiménez, 2012). El café después de ser
cosechado puede ser procesado de dos formas diferentes: en himedo o en seco.
En el método en seco, el fruto fresco es extendido con un espesor de
aproximadamente 8 cm en un patio limpio y es agitado cada hora hasta que un
pufiado de café produzca un sonido crujiente, esto puede tardar de 12 a 15 dias
dependiendo del clima. Posteriormente se trata de evitar las condiciones
hamedas para evitar la formacion de mohos (Murthy & Naidu, 2012). Muchas
veces el café obtenido por el método seco posee menor calidad, porque no ha
sido previamente seleccionado, por lo que incluye granos maduros y verdes

reduciendo la calidad del producto final (Brando & Brando, 2014).

Por el contrario, en el procesamiento en humedo se realiza una seleccion
mediante flotacion en tanques con agua, que permiten, por diferencia de
densidad, separar los granos maduros de los verdes o hasta de aquellos dafiados
(Brando & Brando, 2014). Después de la seleccién, en el procesamiento en
hamedo la pulpa es removida de los granos antes del secado, con un equipo para
despulpar que busca eliminar la mayoria del mucilago y del pergamino para

obtener un café de buena calidad.

Posteriormente se da una fermentacion que elimina los restos del
mucilago (Murthy & Naidu, 2012). Dicha fermentacion puede llevarse a cabo en
forma seca o humeda. La fermentacién natural seca es mas rapida pero dificil de
controlar y debe estar bajo techo y protegida de la lluvia; por el contrario, la
fermentacion en himedo es mas homogénea y no requiere de tanques techados,
sin embargo, requiere de mas agua ya que los tanques son llenados con agua
limpia. Durante la fermentacion el mucilago es removido por accion de pectinasas
presentes en la flora de los granos, que llevan a cabo hidroélisis enzimatica de la

pectina (Brando & Brando, 2014). La temperatura ideal es entre 30-35 °C y puede



tardar entre 24-36 h dependiendo de la concentracion de enzimas pectinoliticas
en el ambiente, la temperatura y la elevacion (Murthy & Naidu, 2012). El tiempo
al que se detiene la fermentacion es de suma importancia ya que si es sobre
fermentado pueden formarse sabores desagradables y si la fermentacion es
incompleta 0 muy lenta puede desarrollarse acido butirico o propionico. La
fermentacion puede acelerarse adicionado levaduras (Saccharomyces) (Brando
& Brando, 2014). El proceso de desmucilaginado también puede llevarse a cabo
de manera mecénica por friccion fuerte en maquinas llamadas removedores de
mucilagos reduciendo el uso del agua (Murthy & Naidu, 2012; Brando & Brando,
2014).

Luego de la fermentacion se hace un lavado para eliminar el pergamino y
posteriormente un secado, que puede ser al sol 0 mecanicamente y asi reducir
el contenido de humedad cerca de un 10%-12% para luego ser almacenado
(Murthy & Naidu, 2012; Brando & Brando, 2014).

La produccion de café genera una gran cantidad de desechos,
dependiendo del tipo de procesamiento empleado (Ribeiro et al., 2014). La pulpa
0 broza del café es el principal subproducto del procesamiento en humedo, se
estima que por cada 2 ton de café producido, 1 ton de pulpa de café es obtenida
(Murthy & Naidu, 2012). La disminucion de la contaminacion debida a la pulpa o
broza es cada vez mas importante a medida que los paises productores de café
toman conciencia de los dafios ambientales causados por el proceso humedo
(Brando & Brando, 2014).

Segun lo anterior, se debe de tomar en cuenta que dicha pulpa es rica en
carbohidratos, proteinas, minerales, como potasio, y apreciables cantidades de
taninos, polifenoles y cafeina (Murthy & Naidu, 2012). Es por eso que el empleo
de la broza de café, es una propuesta atractiva para el uso de subproductos que
ocasionan dafo al medio ambiente, al aprovechar sus beneficios en el desarrollo

de productos nuevos que satisfagan las necesidades del mercado.

Se ha realizado previa investigacion acerca del contenido de antocianinas

en la broza del café, con el fin de extraer dichos pigmentos. Prata & Oliveira
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(2007) y Ariza (2011) encontraron la cianidina 3-rutinésido como la principal
antocianina presente en la broza del café seguida de cianidina 3-glucosido. Por
lo tanto, dichas antocianinas pueden ser empleadas para obtener productos
como, por ejemplo, sustitutos de colorantes, ya que, el uso de colorantes en la
industria alimentaria es de suma importancia pues permite restaurar el color
perdido durante el procesamiento, haciendo los alimentos mas atractivos y de

mayor aceptacion por el consumidor (Prata & Oliveira, 2007).

3.1 Antocianinas
Las antocianinas son compuestos flavonoides. Las antocianidinas son la

estructura béasica; cuando las antocianidinas se encuentran en su forma
glicésidica (enlazada a una molécula de azlcar) se conocen como antocianinas
(Ignat et al., 2011). Dentro de los azUcares que se enlazan a las antocianidinas
se encuentra la glucosa, la ramnosa, la xilosa, la galactosa y la arabinosa asi
como algunos disacaridos (Kammerer, 2016). Estos compuestos presentan
tonalidades desde el amarillo hasta el rojo-azul dependiendo del pH, son solubles
en agua y ademas han sido relacionados con beneficios a la salud debido a su
capacidad antioxidante y antiinflamatoria (Prata & Oliveira, 2007; Murthy & Naidu,
2012).

Las antocianinas se caracterizan porque poseen una baja estabilidad,
siendo un gran reto para la industria. Son susceptibles a factores como: la
concentracion, la luz, el oxigeno, el pH, la temperatura, la presencia de
copigmentos, iones metalicos, enzimas, acido ascorbico y azucares (Ignat et al.,
2011).

3.1.1 Estructura quimica
En la Figura 1 se muestra la estructura quimica de algunas de las

antocianinas mas comunes en alimentos. Las principales diferencias entre los
tipos de antocianinas son el numero de grupos hidroxilo en la molécula, el grado
de metilacion de estos grupos hidroxilo; la naturaleza, el nimero y la posicion de
glicosilacion; y la naturaleza y nimero de &cidos arométicos o alifaticos unidos al
residuo de glucosilo (Wilska, 2006).
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Pelargonidina H OH H
Cianidina OH OH H
Delfinidina OH OH OH

Figura 1. Estructura quimica de tres antocianinas comunes. Adaptado de
(Kammerer, 2016).

La sustitucion de los grupos hidroxilo y metoxilo afecta al color de las
antocianinas, pues, un aumento en el namero de grupos hidroxilo tiende a
profundizar el color a un tono mas azulado, mientras que, un aumento en el
namero de grupos metoxilo incrementa la coloracién roja (Wilska, 2006). Pero
ademas, la estabilidad del color de las antocianinas también depende de los
sustituyentes, ya que, se ha visto que el aumento de la hidroxilacién disminuye
la estabilidad, mientras que, la metilacion tiende a incrementar la estabilidad del
pigmento, lo que se debe al bloqueo de los grupos hidroxilo reactivos (Lee &
Schwartz, 2005).

Por otra parte, la sustitucidén glicosidica de las antocianinas aumenta la
estabilidad y la solubilidad en agua de estos pigmentos. Se ha observado que al
aumentar el numero de residuos de azucar dentro de la molécula, la antocianina
tiende a aumentar la estabilidad, pero ademas, si estos restos de azlcar son

acilados la estabilidad se ve mejorada (Lee & Schwartz, 2005).

3.1.2 pH
El pH del medio juega un papel particularmente importante en el equilibrio

de las diferentes formas de las antocianinas y, por consiguiente, en la
modificacion del color (Ver Figura 2). En una solucion fuertemente acida, a un

pH inferior a 2, el cation flavilo de color rojo es la forma dominante. A medida que
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aumenta el pH, se produce una pérdida rapida de protones para producir la base
quinoidal roja o azul, y con un incremento del pH se da la hidratacion del cation
de flavilo para producir una pseudobase de carbinol incolora. En valores de pH
entre 6-8 se forman las chalconas (Wilska, 2006).

o (=17} OH
O o.M o oHE,
= H'HO
E———. — -
- Q= e O=g
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AH*: Catign favilo 8: Pseudobase Carbinol ¢, E-Chalcona
“H* I
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- o e HO OH oM
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o HO,
OH o

oH (1]

A: Base quinoidal C,: - Chalcona

Figura 2. Variaciones de la estructura de las antocianinas en medios acuosos a
diferentes pH. Adaptado de (Wilska, 2006).

3.1.3 Copigmentacion
Las reacciones de copigmentacion intermolecular de las antocianinas son

comunes en la naturaleza y resultan de la asociacion entre pigmentos y
cofactores (Del Pozo et al., 2004). También pueden llevarse a cabo reacciones
conocidas como auto-asociacion que consisten en la unién entre antocianinas.
Se han sugerido principalmente fuerzas de Van der Waals, efectos hidrofobos e
interacciones idnicas como fuerzas motrices para este tipo de interaccién con el

cation de flavilo o con la forma base quinoidal de antocianinas (Kammerer, 2016).

Los copigmentos pueden pertenecer a una amplia gama de clases de
compuestos diferentes, tales como, compuestos fenolicos incoloros, es decir,
tanto flavonoides como &cidos fendlicos, alcaloides, aminoacidos, purinas y
acidos organicos (Kammerer, 2016). Los mejores cofactores son tipicamente
derivados de flavonoides que contienen muchos grupos hidroxilo. Los cofactores

mas fuertes tienen sistemas ricos en electrones, que se asocian con compuestos
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pobres en electrones, tales como el cation de flavilo (Mercadante & Bobbio,
2007). Los polifenoles son los cofactores predominantes presentes en las frutas
y verduras que contienen antocianinas, el aumento de la estabilidad de la
antocianina en estas matrices se ha atribuido a sus altas concentraciones (Del
Pozo et al., 2004).

Este tipo de reacciones ocasionan que las antocianinas exhiban mas color
de lo que se esperaria segun su concentracién, lo que es conocido como efecto
hipercromatico, y resulta en una sobreestimacion del total de antocianinas en
métodos espectrofotométricos, pero ademas, provoca un desplazamiento de la
longitud de onda llamado cambios bocromaticos, dando colores purpura a azul.
Dichos complejos formados principalmente en condiciones &cidas no solamente
mejoran el color visualmente sino que también la estabilidad del color en sistemas
alimentarios (Wilska, 2006; Pacheco et al., 2007).

La intensidad del efecto de copigmentacion depende de varios factores,
incluyendo el tipo y la concentracion de antocianinas y copigmentos, el pH y la
temperatura del disolvente (Wilska, 2006). Se ha observado que una alta relacion
copigmento-pigmento es favorable para aumentar la estabilidad del pigmento
(Lee & Schwartz, 2005; Kammerer, 2016).

Los efectos de copigmentacion son mas pronunciados a temperaturas
bajas y se reducen al calentarse, llegando a ser insignificantes a temperaturas
proximas al punto de ebulliciébn del agua, lo cual es de particular interés para la
preparacion de alimentos que implican etapas de tratamiento térmico
(Mercadante & Bobbio, 2007; Kammerer, 2016).

3.1.4 Temperatura
Las antocianinas son sensibles a la temperatura, se ha reportado que su

degradacion sigue cinéticas de reaccion de primer orden, es decir, que los
pigmentos disminuyen al aumentar la temperatura (Mercadante & Bobbio, 2007).
El procesamiento térmico puede cambiar el equilibrio de los cuatro tipos de
antocianinas hacia un derivado de chalcona incoloro, ya que todas estas

reacciones son sensibles al calor (Lee & Schwartz, 2005).
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La degradacion térmica induce la pérdida de los restos glicosilo de las
antocianinas, por hidrélisis del enlace glicosidico. Esto da como resultado, la
formacion de diferentes productos de degradacion polifendlicos dependiendo de
las condiciones del tratamiento térmico. La degradaciéon de la antocianina
conduce a pérdidas de color y, eventualmente, puede generar productos

marrones, especialmente en presencia de oxigeno (Miller & Silva, 2012).

Si bien se sabe que las antocianinas son termosensibles, y que se dan
pérdidas del pigmento durante los tratamientos térmicos, también es importante
evaluar la matriz en la cual se encuentran los pigmentos, ya que se ha observado
que la presencia de azucares facilita su degradacion. Esto debido a que la
aplicacion de calor en presencia de azucares resulta en la formacién de
hidroximetilfurfural y otros derivados de furfural como producto de reacciones de
caramelizacion y de Maillard, lo que genera interacciones con las antocianinas

resultando en mayor pérdida del pigmento (Kammerer, 2016).

La reaccion de Maillard consiste en la interaccion entre el grupo carbonilo
de azUcares reductores con un grupo amino proveniente de proteinas, péptidos
y grupos amino. Da como resultado compuestos pardeados y una reduccion del
valor nutricional. Dicha reaccion se ve favorecida por condiciones de altas
temperaturas, alto pH y un bajo Aw. El producto final de esta reaccion es conocido
como melanoidinas, los cuales poseen diferentes pesos moleculares y son color
café. Otros compuestos intermedios, como el furfural y el 5-hidroximetilfurfural,
también son encontrados en alimentos al aplicar calor, y que como ya se

menciond puede interaccionar con las antocianinas (Belitz et al., 2009).

3.1.5 Azucares
Las altas concentraciones de azlcar pueden estabilizar los pigmentos, ya

gue se da una disminucion de la actividad del agua en el medio, pues el agua
puede reaccionar con el cation de flavilo en la posicion C2 y formar carbinol base
incolora. A baja concentracion de azucares, no solo el agua sino el propio azucar

pueden acelerar la degradacion de las antocianinas (Lee & Schwartz, 2005).
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Sin embargo, tal y como ya se menciond, un alto contenido de azucares al
aplicar un tratamiento térmico puede favorecer la reaccion de Maillard y los
productos de dicha reaccion, ocasionando interacciones con las antocianinas,
causando una pérdida del pigmento, coloracién y capacidad antioxidante
(Kammerer, 2016).

3.1.6 Enzimas
Las glicosidasas y las polifenoloxidasas pueden causar pérdidas de color,

ya que las glicosidasas hidrolizan los enlaces glucosidicos generando el azucar
y respectiva aglicona y, como la antocianidina es menos soluble, se da reduccién
del color. Por su parte, la polifenoloxidasa oxida las antocianinas en presencia de
oxigeno y o-difenoles. La enzima oxida los o-difenoles en o-benzoquinona, y
estos a su vez reaccionan con las antocianinas para formar antocianinas

oxidadas y productos de degradacion (Lee & Schwartz, 2005).

El escaldado como paso inicial durante el procesamiento puede contribuir
a aumentar los rendimientos de antocianinas, lo que se atribuye a la inactivacion
térmica de las enzimas degradadoras de pigmentos, aumentando asi los

rendimientos de extraccion (Kammerer, 2016).

3.2 Secado

3.2.1 Generalidades
Dentro de los principales propésitos de la deshidratacion de alimentos se

encuentra disminuir la disponibilidad de agua a niveles en los cuales no resulte
peligroso el crecimiento de microorganismos indeseados, tanto patbgenos como
de deterioro, ademas de minimizar la velocidad de reacciones quimicas,
aumentando la vida util del producto (Goula, 2015). Otra de las ventajas del
secado de alimentos es la facilidad y reduccion de costos en el transporte y

almacenamiento, debido a la reduccion del peso y el volumen (Tonon et al., 2010)

Segun Goula (2015), en general, los procesos de secado se pueden

dividir en tres categorias:
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1. En contacto con aire caliente a la presién atmosférica: el calor es
transferido a través de la superficie de los alimentos por medio de aire
caliente y ademas el vapor de agua es removido a través del aire.

2. Secado al vacio: la ventaja de este tipo de secado es que la
evaporacion del agua ocurre a menores presiones Yy, por lo tanto, a
menores temperaturas, la transferencia de calor es generalmente
mediante conduccién o algunas veces por radiacion.

3. Liofilizacion: el vapor del agua es sublimado del alimento previamente
congelado, debido al uso de bajas temperaturas la estructura de los
alimentos se mantiene en mejores condiciones que en otros procesos
de secado.

A pesar de que los dos ultimos métodos ofrecen ventajas al utilizar bajas

temperaturas, en los Ultimos afios se ha utilizado ampliamente el secado por
atomizacion, que pertenece a los primeros métodos, y es explicado mas

ampliamente a continuacion.

3.2.2 Secado por atomizacion
El secado por atomizacion es un método en el cual el liquido de

alimentacion, que puede ser una solucidn, una pasta o una suspension, es
bombeado a través de un atomizador que forma pequefias gotitas dentro de una
camara cilindrica o conica. Posteriormente dichas gotitas pasan dentro de un flujo
de aire caliente (también pueden emplearse otros gases inertes) (Chiou &
Langrish, 2011), donde el calor del aire es transferido a las gotas mediante
conveccion y es convertido a calor latente durante la evaporacion de la humedad
de las mismas (Murugesan & Orsat, 2012). Seguidamente las particulas son
separadas mediante un ciclon, removiendo de esta manera el material ya seco
gue resulta en un producto en polvo con buena calidad, baja actividad del agua,
facil transporte y almacenamiento (Tonon et al.,2011).

Durante el proceso de secado las gotas se enfrentan a diferentes etapas,
las cuales se muestran en las Figura 3 y Figura 4. En la primera etapa la gota
con exceso de liquido gana calor sensible y comienza a darse evaporacion en la

superficie, con lo que ocurre una contraccion del diametro y, ademas, un aumento
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en la concentracion de solidos por lo que empieza a formarse una corteza y la
gota se transforma en una particula humeda. En la segunda etapa, la
transferencia de masa se ve interferida por la presencia de la corteza. Esta etapa
continda hasta que la humedad de la particula se reduce al valor de equilibrio de
secado, luego de que el proceso de secado finaliza, la particula alcanza la

temperatura de equilibrio (Goula, 2015).

Temperatura
dela gota

0 Segunda Calentamiento final
Primera etapa | etapa

Figura 3. Etapas del proceso de secado experimentado por las gotas. Adaptado
de Goula (2015). Donde Dp es el diametro de la particula y Di es el diametro interno
(Sin tomar en consideracion la corteza).
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primera etapa segunda etapa Calentamiento final

Figura 4. Evolucion tipica del contenido de humedad de las gotas durante el

secado. Adaptado de Goula (2015). Donde xg, x. ,x. son la humedad inicial,
intermedia y final respectivamente.

El secado por atomizacion ha sido sumamente empleado en los ultimos
afos debido a que la evaporacion se lleva a cabo rapidamente y las gotas se
mantienen a temperaturas relativamente bajas, por lo que la calidad del producto
se ve menos afectado que en otros tipos de secado, lo cual, resulta de suma

importancia en productos sensibles al calor (Goula, 2015).

Otra de las ventajas de este tipo de secado es la relativa uniformidad del
producto final, ya que, las particulas esféricas presentan una proporcion similar
de compuestos no volatiles en el liquido de alimentacion. Ademas, el secado por
atomizacion permite un alto tonelaje de produccién continua en un equipo
relativamente sencillo. Sin embargo, requiere mayores tasas de evaporacion que
en otros tipos de secado, esto debido al mayor contenido de humedad en la
alimentacion, a su vez esto implica que el fluido de alimentacion deba ser
bombeado; también se ha observado que el secador por atomizacion
generalmente puede fallar si un producto de alta densidad “bulk” es requerido (Li
& Mujumdar, 2009). La densidad “bulk” es una relacion entre la masa de un

producto en polvo y el volumen que ocupa dicha masa, tomando en consideracion
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el espacio entre las particulas (Goula & Adamopoulos, 2005). Es un parametro
facil de determinar experimentalmente, pero que aporta importante informacion
acerca de la relacion de condiciones de secado como temperatura de entrada,
flujo y concentracién de solidos sobre la calidad del producto final, tal como, el
tamafo de particula que puede tener efecto en procesos como el transporte del

producto en polvo.

3.2.3 Factores operacionales
Dentro de los principales factores operacionales que influyen en el proceso

de secado por atomizacion se encuentran:

v' El gas: este es el medio que extrae la humedad de la solucién alimentada,
puede ser aire, gases reactivos como el didxido de carbono o gases inertes
como el nitrégeno. La velocidad del gas puede afectar la humedad del
mismo, y por lo tanto, la del producto final (Chiou & Langrish, 2011). Un
flujo de aire bajo ocasiona un incremento en el tiempo que demora el
producto en la camara, es decir, al aumentar el flujo del aire disminuye el
tiempo de residencia del producto en la camara de secado, dejando un
mayor contenido de humedad en el producto final (Goula, 2015).

v' Temperatura del gas: este es el principal factor que favorece la fuerza de
evaporacion del agua y, por lo tanto, juega un papel muy importante en la
remocion de humedad; sin embargo, la eficiencia del secado depende
tanto de la temperatura del aire como de la humedad (Murugesan & Orsat,
2012). En general, al usar una mayor temperatura de entrada el contenido
de humedad del producto final es menor, ya que existe un mayor gradiente
de temperatura entre la muestra y el medio de secado, favoreciendo la
transferencia de calor. Sin embargo, un aumento en la temperatura de
entrada ocasiona una disminucion en la densidad “bulk” y degradacién de
compuestos termosensibles (Goula, 2015).

v' Composicién del liquido de alimentacion: propiedades inherentes del
producto alimentado como la concentracion de sélidos pueden afectar la
carga evaporativa, ademas, propiedades como la viscosidad pueden influir

en el tamafio de las particulas y el esfuerzo de cizalla durante el bombeo
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y la atomizacion (Chiou & Langrish, 2011). Un mayor contenido de sélidos
hace mas lenta la formacién de particulas solidas en la superficie, pero
ademas, el porcentaje de humedad disminuye. Un mayor contenido de
sélidos forma particulas mas grandes ya que esto ocasiona un aumento
en la viscosidad y, por lo tanto, se requiere de mas energia en la
atomizacion (Goula, 2015).

v/ Atomizacion: consiste en transformar el fluido alimentado en finas gotitas,
lo cual se puede obtener por diferentes métodos. Como su nombre lo
muestra, ésta es una de las etapas cruciales en el secado por atomizacion.
Cuando el aspergeado es eficiente las gotitas formadas presentan un
tamafno uniforme, permitiendo una transferencia de masa y de energia
uniforme (Murugesan & Orsat, 2012).

La eleccion del tipo de atomizador es de suma importancia, ya que puede
influir en las caracteristicas del producto final asi como en la eficiencia del
proceso. Segun Li y Mujumdar (2009) dentro de los tipos de atomizador se
encuentra el atomizador centrifugo, el cual consiste en un conjunto de discos
giratorios con paletas curvadas que giran a altas velocidades, obteniendo la
forma esférica por la tension superficial. Presenta la ventaja de una menor
tendencia a obstruirse, ademas de manejar altas velocidades de alimentacion.
Sin embargo, ocasiona mayor consumo energético comparado con boquillas de

presion.

Por otra parte, las boquillas de alta presion son una alternativa de
atomizacion en la que el fluido adquiere una alta velocidad tangencial mientras
es forzado a través del orificio de la boquilla, el cual es normalmente de 0.5- 0.3
mm. Las altas presiones favorecen gotas de menor tamafio. Las ventajas que
presenta este tipo de atomizador es que son compactos, simples y baratos asi
como de bajo consumo energético; sin embargo, tiene una baja capacidad de

alimentacion y tendencia a aglomerarse (Li & Mujumdar 2009).

Ademas, la boquilla de tipo neumatico es un atomizador con una mezcla

interna o externa de gas y liquido. La atomizacion se da por una interaccion entre
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el liquido y un segundo fluido, usualmente aire comprimido. El aire permite
transformar el fluido de alimentacion en finas gotitas. Ni el fluido ni el aire
requieren de altas presiones, lo normal es entre 200-450 kPa. El tamafio de las
particulas o gotitas puede ser controlado con la relacién de fluido y aire
comprimido. Dentro de las ventajas se encuentra que es simple, compacto,
barato, tiene partes no movibles, pueden alimentarse fluidos con alta viscosidad
y dentro de sus desventajas esta: alto consumo de energia, baja capacidad de
alimentacion (velocidad de alimentacion) y alta tendencia de aglomeracion (Li &
Mujumdar 2009).

Por dltimo, los atomizadores ultrasénicos funcionan con una fuente de
energia de vibracion, el liquido se somete a un campo de alta intensidad
ultrasonica que lo divide en finas gotitas que son expulsadas al aire circundante.
Presenta la ventaja de que la distribucion de tamafo de las particulas es

pequefio, pero tiene una alta tendencia a la aglomeracion.

v" Velocidad del liquido de alimentacion: la velocidad de alimentacion esta
relacionada con el volumen que es alimentado y es normalmente
controlado mediante una bomba peristaltica. Un incremento de la
velocidad disminuye la humedad residual, forma gotitas mas pequefnas y
mas humedad es evaporada como resultado de una mayor area de
contacto, también previene la formacion de corteza en las mismas ya que
el secado es mas rapido. Un incremento en la velocidad de atomizacién
disminuye el tamafio de particulas, reduce los sélidos insolubles y como
resultado la solubilidad se ve favorecida (Goula, 2015). Ademas, cuando
el flujo de alimentacion incrementa, se da un menor tiempo de residencia
de la gota dentro del secador, y por lo tanto, un menor tiempo en contacto
con el medio de secado ocasionando particulas humedas, es decir, un
mayor contenido de agua residual, y un mayor incremento visual de

depésitos en las paredes del secador (Keshani et al., 2015).
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El tiempo en contacto entre el liquido aspergeado y el aire caliente es un
componente importante en el secado por atomizacion ya que determina la
velocidad y la intensidad del secado. El tiempo de permanencia de cada gota
dentro de la cdmara de secado es determinado por el flujo de alimentacién, asi
como del tamafio de la cAmara. Se ha observado que la principal razéon del
deposito es las paredes, es el rapido viaje de las gotas lo cual reduce el tiempo
en contacto con el aire de secado, y a su vez, impide un adecuado escape de los
compuestos volatiles (Li & Mujumdar, 2009; Goula, 2015).

Dependiendo de cémo el medio de secado y las gotitas formadas por el
atomizador entran en contacto con el aire existen tres diferentes configuraciones:
flujo cocorriente, contracorriente y flujo mixto. En el flujo cocorriente el liquido
aspergeado y el aire pasan a través de la camara de secado en la misma
direccion, en este tipo de flujo el producto se somete a temperaturas menores
qgue en los otros dos tipos de flujos. En el caso del sistema contracorriente, el
liquido aspergeado y el aire caliente entran a la camara de secado en extremos
opuestos del secador, este tipo de flujo generalmente da productos con alta
densidad “bulk”. Cuando el flujo es mixto se da la combinacién de ambos tipos
de flujos explicados anteriormente; las gotas entran en contacto en la misma y
en opuesta direccion en la camara de secado. Estos se usan cuando se desean
polvos aglomerados, ademas el producto no debe ser sensible al calor (Li &
Mujumdar, 2009).

Existen propiedades importantes de los polvos como el contenido de
humedad y la actividad de agua que son esenciales en la estabilidad y el
almacenamiento; mientras que otros, como la densidad “bulk” son importantes
para el empaque y consideraciones de envio (Tonon et al., 2011). Sin embargo,
hay factores como el rendimiento y las caracteristicas del producto final que
representan retos en el secado por atomizacion. Ya que aunque las
caracteristicas del producto final son importantes por el consumidor, si el
rendimiento no es lo suficientemente alto comparado con los costos de operacion

se convierte en un proceso no sustentable (Chiou & Langrish, 2011).
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Es por esta razén que se ha realizado abundante investigacion sobre
caracteristicas inherentes del fluido alimentado que deben considerarse al
escoger las condiciones de operacién, de manera que se obtenga productos con
las caracteristicas deseadas, pero ademas con un rendimiento aceptable. Se ha
observado que la pegajosidad es una de las propiedades que influyen en los
rendimientos, ya que al aumentar la pegajosidad del fluido éste tiende a adherirse
mas a las paredes del secador, asi como mayor tendencia a aglomerarse. Esto
puede generar problemas de calidad ya que al formarse aglomerados en el
secador el producto puede ser sometido excesivamente al calor y darse

reacciones de pardeamiento y caramelizacion (Chiou & Langrish, 2011).

3.2.4 Temperatura de transicion vitrea
La temperatura de transicion vitrea es un fendmeno importante a

considerar en los procesos de secado por atomizacion, pero principalmente en el

secado de jugos ricos en azucares.

Los polvos de jugos de frutas obtenidos mediante secado por atomizacion
tienden a presentar una alta pegajosidad, debido a la presencia de azlcares de
bajo peso molecular como la glucosa, fructosa y sacarosa; asi como acidos, tales
como citrico, malico y tartarico, los cuales presentan una temperatura de
transicion vitrea muy baja y, por lo tanto, una alta movilidad molecular (Fazaeli et
al., 2012; Nicoletti y Martinez, 2012).

En el estado vitreo o amorfo las moléculas exhiben un grado de movilidad
similar a los sélidos cristalinos debido a la alta viscosidad de la matriz (sobre 102
Pa.s) (Mosquera et al., 2010), mientras que en el estado gomoso la movilidad a
nivel molecular se incrementa drasticamente hasta que el material presenta
propiedades viscoelasticas (Ver Figura 5) (Nicoletti y Martinez, 2012). Durante el
secado por atomizacion como se da un incremento en la temperatura, la
viscosidad disminuye hasta un valor critico alrededor de 107 Pa.s , este estado
critico se alcanza 10 6 20°C sobre la temperatura de transicion vitrea (Goula,

2015). El principal problema del estado gomoso es que los productos en polvo
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son mas pegajosos y tienden a aglomerarse, ademas del colapso y cambios de
color (Nicoletti y Martinez, 2012).

Estados de equilibrio termodindmico

Sélido cristalino Liquido

- - - -
1 Fusion : .
R R T . ®

4 - L ] > ™ .
! Cristalizacidn  ,® o e
A~ Y e ™

-...

\ i) '
‘-;f{ estado de no equilibrio : | Estado de equilibrio
/ \ termodinamico :  termodinamico

Vitreo Gomaoso : Liquido
- o ™ * - . -
";":{:.1.',}} E: oo %2 Fusidn

oo
e tes et 5

:}‘31 :}:‘,'.‘_ £ _E

.- .
L ]
4".
L]
"L
. @

‘.I.

Transicion vitrea Cristalizacign

Tt T

!

Cambios en la movilidad molecular.

Figura 5. Representacion de los estados de equilibrio y no equilibrio
termodinamico y cambios en la movilidad molecular. El eje x representa el aumento
de temperatura y los cambios en la movilidad molecular. Adaptado de Nicoletti &
Martinez (2012).

La temperatura de transicion vitrea, es un punto medio en un intervalo de
temperatura, que describe cuando un material primero exhibe un comportamiento
plastico hasta que entra en un estado donde las moléculas del material se
encuentran en desorden, es decir, el paso del estado vitreo al gomoso de los
materiales amorfos. Por encima de dicha temperatura el material es mas

propenso a cambios como la fusion y la cristalizacion (Chiou & Langrish, 2011).

Por lo tanto, si se conoce la temperatura de transicion vitrea las
condiciones del secado pueden ser manipuladas de manera que se obtenga
particulas en estado amorfo o cristalino segun se desee. Pero, ademas la
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velocidad de cristalizacién juega un papel importante, ya que si las gotitas
formadas después de la atomizacion se secan rapidamente y las temperaturas
se elevan por encima del estado de transicion vitrea, estas particulas seran
gomosas Yy pegajosas, por lo que si chocan contra las paredes del secador
pueden adherirse a las mismas. Si la velocidad de cristalizacion es rapida, las
particulas cristalizaran antes de colisionar con la pared del secador, de manera
que rebotaran (Chiou & Langrish, 2011).

También, la temperatura de transicion vitrea (Tg) se puede usar como
parametro para caracterizar propiedades, calidad, estabilidad y seguridad de
algunos sistemas de alimentos. En algunos casos se ha observado que conocer
el contenido de agua disponible en un alimento es importante para predecir su
vida util; por otro lado, al conocer la Tg se puede entender y cuantificar la
movilidad del agua en los alimentos, asi como, caracterizar el estado amorfo y,
por lo tanto, puede ayudar a establecer condiciones de almacenamiento para
mantener este estado (Mosquera et al., 2010).

A nivel industrial se han empleado compuestos llamados “acarreadores o
recubrimientos” los cuales permiten aumentar la temperatura de transicion vitrea
y, por lo tanto, reducir la problemética de pegajosidad tipica en jugos de frutas. A

continuacion se explica su aplicacién en el secado por atomizacion.

3.2.5 Uso de recubrimientos en el secado por atomizacion
En los procesos de secado por atomizaciéon se emplean polimeros, lo

cuales contribuyen tanto en el proceso de secado, como durante el
almacenamiento. Estos beneficios se presentan por varias razones: compiten por
la humedad, forman una barrera fisica entre las particulas, asi como, una barrera
protectora en la superficie de productos higroscopicos y aumentan la temperatura
de transicion vitrea. Se ha observado que su uso presenta beneficios en la
preservacion de compuestos bioactivos; sin embargo, no se conoce cual de los

mecanismos es el predominante (Nicoletti & Martinez, 2012).

Los recubrimientos, en general, pueden dividirse en tres grandes grupos:

polisacaridos (ejemplos, maltodextrinas, gomas Yy almidones), proteinas
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(ejemplos, suero, gelatina, caseina y proteina de soya) y lipidos (ejemplo, &cido
estearico) (Peng et al., 2013). Sin embargo, las maltodextrinas son las mas
ampliamente usadas en el proceso de secado por atomizacion debido a su alta
solubilidad, baja viscosidad y bajo costo (Tonon et al., 2010; Nicoletti & Martinez,
2012; Peng et al., 2013).

La maltodextrina consiste en moléculas de B-d-glucosa unidas
principalmente por enlaces glicésidicos (1 — 4) y son normalmente clasificados
de acuerdo a los equivalentes de dextrosa (DE). Las maltodextrinas son definidas
como productos con DE<20, mientras que aquellos productos con 20<DE<60 son
conocidos como jarabes de maiz. El grado de dextrinizacion esta inversamente
relacionado con la masa molar y, por lo tanto, el efecto sobre la temperatura de
transicion vitrea (Nicoletti & Martinez, 2012). Ademas se ha observado que se da
mayor degradacién de pigmentos a mayor DE, debido que a mayor DE las
maltodextrinas son mas higroscopicas y adsorben mas agua, lo que las hace mas
susceptibles a reacciones de degradacion (Tonon et al., 2010). En general, la
temperatura de transicion vitrea puede ser de 100-243°C dependiendo del grado
de dextrinizacion (Goula, 2015).

La alta solubilidad de los agentes de recubrimiento es de suma
importancia, ya que, es necesario que el fluido alimentado esté bien disuelto con
el recubrimiento de manera que el secado inmediato de la mezcla (el juego en
conjunto con el biopolimero) conduzca a la formacion de un sistema, en el cual,
el polimero forma una red tridimensional que contiene el material protegiéndolo
tanto de las condiciones del secado como del almacenamiento (Tonon et al.,
2010). Este proceso se conoce como microencapsulacion y consiste en que al
formarse las gotitas después del aspergeado, el acarreador o recubrimiento,
cubre la gotita formando una fina capa protectora. La microencapsulacion permite
preservar la estabilidad de compuestos bioactivos durante el procesamiento y el
almacenamiento, ademas de prevenir interacciones indeseables con la matriz del
alimento, disminuir la velocidad de degradacion como oxidacion e hidrolisis,
manteniendo la funcionalidad de compuestos bioactivos (Aguiar et al., 2016). De

manera que protege los compuestos sensibles de condiciones adversas como
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las altas temperaturas, mejora la solubilidad y extiende la vida util (Tonon et al.,
2010, Nicoletti & Martinez, 2012).

De esta forma, compuestos bioactivos como las antocianinas, son
encapsulados por el biopolimero, protegiendolos de la luz, el oxigeno, el agua y
otras condiciones que pueden causar inestabilidad, ademas de mejorar las
caracteristicas de solubilidad del polvo final. Se ha observado que los
compuestos fendlicos pueden formar complejos con polisacéaridos, y este
complejo formado entre el catidn flavilo de las antocianinas con las dextrinas
previene su transformacion en compuestos menos estables (Mahdavi et al.,
2016).

Por lo antes mencionado, los recubrimientos presentan muchos beneficios
en el secado por aspersion. Pero ademas se ha observado que permiten un
aumento en los rendimientos. Esto se debe al alto peso molecular que poseen
los biopolimeros que permite aumentar la temperatura de transicion vitrea
reduciendo la pegajosidad, explicado previamente y, por lo tanto, evitan que los
polvos tiendan a adherirse en las paredes de la cdmara de secado, asi como,
aglomeraciones y transformaciones estructurales, como el colapso o la
cristalizacion (Tonon et al., 2010;Chiou & Langrish, 2011; Peng et al., 2013).

3.3 Tecnologia de membranas

3.3.1 Generalidades
El proceso de membranas es basado en la permeabilidad selectiva de los

poros de las membranas, éstas permiten el paso de ciertos componentes a través
de ellas en el fluido conocido como permeado, mientras que los componentes
que no logran pasarla forman el fluido conocido como retenido
(Muthukumarappan & Marella, 2010).

Las tecnologias de membranas han sido usada ampliamente en los ultimos
afnos, pues dentro de las ventajas que presentan es que no requieren aplicar
calor, especialmente cuando se habla de compuestos bioactivos que son
sensibles a las temperaturas altas, ya que la separacion puede llevarse a cabo a

temperatura ambiente (Belleville & Vaillant, 2015). Ademas, durante la
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separacion no se da un cambio de fase y no se adicionan compuestos quimicos
pues la separacion se lleva a cabo por medios fisicos (De & Mondal, 2012).
También, es un proceso de separacion continua, generalmente el consumo
energético es bajo (debido unicamente al funcionamiento de las bombas) y el
escalamiento es relativamente facil. Dentro de las desventajas se puede
mencionar que las membranas tienen una corta vida util, se pueden dar procesos
de concentracion y poseen una baja selectividad (Muthukumarappan & Marella,
2010).

En todos los procesos, la membrana juega un papel muy importante ya
gue es la barrera selectiva ante dos fases y la transferencia de masa a través de
la misma (Belleville & Vaillant, 2015); sin embargo, las caracteristicas de
separacion de las membranas dependen no solo de las propiedades
fisicoquimicas de las mismas, sino, también de las caracteristicas del fluido de

alimentacion, asi como, las variables de operacion (Kumar, 2006).

El desempefio de una membrana es definido en términos de dos factores:
el flujo y la retencién o selectividad. El flujo es el volumen de fluido que pasa a
través del area de la membrana por unidad de tiempo, mientras que la
selectividad es la medida de la tasa de permeacion relativa de ciertos compuestos
a través de la membrana, la retencion es la fraccion de soluto retenido por la
membrana, lo ideal es una membrana con una alta selectividad y alto flujo
(Morais, 2014).

Las membranas pueden ser de diferentes materiales ya sean poliméricas
o inorganicas y de diferentes conformaciones: tubulares o planas. Algunos
ejemplos de materiales de membranas poliméricas son acetato de celulosa,
polisulfona y poliamida, mientras que para las membranas inorganicas se
emplean materiales como cerdmicas, éste Ultimo tipo de membranas tienen la
ventaja que pueden resistir procesos en los cuales se aplican altas temperaturas,
sin embargo presentan mayor dificultad para el control del tamafio de poros (De
& Mondal, 2012).
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3.3.2 Proceso de separacion
En los procesos de filtracidon se observan varias etapas: en la primera se

da una caida del flujo de permeado, debido principalmente a la formacién de una
capa de soluto sobre la membrana, llamado comunmente como torta. La
formacion de la torta ocurre cuando hidrocoloides y macromoléculas como
proteinas de mayor tamafio, comparado con el tamafio del poro de la membrana,

son retenidas acumulandose sobre la superficie de la membrana (Morais, 2014).

En la segunda etapa el flujo continda disminuyendo debido a
interacciones entre el material de la membrana y el soluto llamado “incrustacion”;
en una tercera etapa el flujo alcanza un estado casi estacionario donde el flujo
disminuye lentamente debido a la deposicion de particulas. Este proceso de
deposicion en la membrana se ve afectado por la composicion quimica de la
estructura de la membrana, las interacciones entre la membrana y los solutos, y

las interacciones entre las moléculas de los solutos (Morais, 2014).

En las tecnologias de membranas el fluido de alimentacién es bombeado
favoreciendo el proceso de separacion; puede ser operado en modo de punto
muerto (perpendicular) o flujo cruzado (tangencial) (ver Figura 6). Cuando se usa
el modo de punto muerto el fluido es bombeado hacia la membrana de forma
perpendicular de este modo la resistencia de la torta aumenta drasticamente por
lo que el flujo de permeado disminuye. Por el contrario, en el flujo cruzado el
fluido es bombeado tangencialmente, o a través de la superficie de la membrana,
lo cual presenta la ventaja de que reduce la colmatacion de la misma. Sin
embargo, velocidades altas causan erosion de los sélidos acumulados en la
membrana reduciendo de este modo la resistencia de la torta al flujo
(Muthukumarappan & Marella, 2010).
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Figura 6. Tipos de alimentacion en sistemas de membranas. A) flujo muerto o
perpendicular b) flujo cruzado o tangencial. Adaptado de (Muthukumarappan &
Marella, 2010).

Los principales factores que afectan el flujo de permeado son la presion,
la temperatura, la viscosidad y la densidad del liquido de alimentacion
(relacionada con la concentracion de solutos), la velocidad tangencial y el modo
de alimentacion (perpendicular o tangencial). El flujo de permeado es
directamente proporcional a la presion aplicada e inversamente proporcional a la
viscosidad; la cual se ve afectada por la temperatura y la concentracion de
sélidos. Un incremento en la concentracion de soélidos afecta la viscosidad,
densidad y la difusividad causando un decrimento del flujo de permeado y un

aumento de la colmatacion de la membrana (Morais, 2014).

Sin embargo, el mecanismo de separacion es mucho mas complejo que la
retencion o flujo de particulas de determinado diametro, pues muchas variables
como la composicion de la membrana, el método de elaboracion, la morfologia y
configuracién 3D de las moléculas, asi como las interacciones con la superficie
de la membrana y factores como presion y temperatura intervienen en los

procesos de filtracion (Morais, 2014).

Tal y como se menciona mas adelante, existen diferentes procesos de
membranas dependiendo del tamafio de poro de la membrana y de la presion
gque se aplique. Si el tamafo de los poros es menor a 0,3 um se expresa

normalmente como “molecular weight cut off’ (MWCO). El MWCO puede ser
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considerado como una guia aproximada del tamafio de poro, ya que el diametro
efectivo de las moléculas organicas varia dependiendo no solo de la
conformacion de ellas, sino también del pH, fuerzaidnica, temperatura entre otros
factores. Por lo tanto, el tamarfio de poro o MWCO de una membrana puede verse
ligeramente variado por la naturaleza del producto y la colmatacién de la misma
(Yoon, 2015). Debido a la importancia del tamafio de poro que presentan las
membranas es uno de los factores mas controlados durante el proceso de

elaboracion (Morais, 2014).

3.3.3 Tipos de separacion
Los principales procesos de separacién a través de membranas incluyen la

microfiltracion, ultrafiltracién, nanofiltracidon y 6smosis inversa, estos procesos
pueden distinguirse por el tamafio de particulas o moléculas que pueden ser
retenidas lo cual esta relacionado con el tamafio del poro de la membrana, tal y

como ya se mencion6 (Morais, 2014).

La microfiltracion es generalmente usada para la remocién de particulas finas
como bacterias y la reduccion de turbidez, es decir, para clarificar ya que permite
separar moléculas y particulas basados en el tamafio y la solubilidad. Se emplean
membranas que poseen tamafios de poro entre 1- 0,1 um (Belleville & Vaillant,
2015; Yoon, 2015). El flujo de tipo tangencial es preferido ya que se evita la
formacion de la torta. Se emplean presiones transmembrabarias de 0,3-2 bar. El
principal problema de este proceso es la presencia de agregados coloidales
presentes en el fluido de alimentacién que colmatan los poros de la membrana.
El uso de membranas cerdmicas ha permitido el desarrollo de esta tecnologia ya
que permite trabajar en condiciones de acidez, alcali asi como una alta
estabilidad al calor, ademas del uso de membranas multicanales con alta

permeabilidad (Muthukumarappan & Marella, 2010).

Por su parte, la ultrafiltracion es usada para la concentracion vy
fraccionamiento de macromoléculas pues permite simultaneamente purificar,
concentrar y fraccionar moléculas de una suspensién coloidal. Se emplean

membranas con tamafio de poro mas pequefio que 0,1 um; el MWCO tiene un
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rango 1000 a 200 000 Da lo cual permite separar macromoléculas pero no iones
inorganicos (Belleville & Vaillant, 2015; Yoon, 2015). Debido a que el tamafio de
los poros es mas pequefo, se emplean presiones de un rango de 1 a 15 bar, es

decir, mayores a las de microfiltracion (Muthukumarappan & Marella, 2010).

En el caso de la nanofiltracion su uso es principalmente para el tratamiento
de aguay la desmineralizacion del suero, asi como la concentracién de pequefas
moléculas organicas (Belleville & Vaillant, 2015). También, es usada en muchas
ocasiones para la retencion de iones divalentes. Las presiones utilizadas en estos
procesos son mayores a las de micro y ultrafiltracién, pero menores que en otros
procesos como la 6smosis inversa (Yoon, 2015). La nandfiltracion remueve
particulas con pesos moleculares menores que 300-1000 Da, y retiene las demas
(Muthukumarappan & Marella, 2010).

Por su parte, la O0smosis inversa es usada principalmente para la
desalinizacion del agua, pero ademas es ampliamente usada para la
concentracibn de compuestos termosensibles de soluciones acuosas. Sin
embargo, la combinacion de varios procesos membranarios permiten una mejor

separacion (Belleville & Vaillant, 2015).

La diafiltracion, por su parte, es un proceso en el cual el retenido al final del
proceso membranario (micro, ultra o nanofiltracion) es diluido con agua, y es
procesado nuevamente. La cantidad de agua a adicionar depende del soluto que
sera removido en un rango del 40 al 200% del volumen inicial de alimentacion
(Muthukumarappan & Marella, 2010). La diafiltracion es empleada para aumentar

la purificacion del retenido eliminando moléculas que no son de interés.

3.4 Superficie de respuesta
La superficie de respuesta es una coleccion de técnicas matematicas y

estadisticas para modelar y analizar un problema; en el cual una variable
respuesta de interés es influenciada por varios factores o variables y cuyo
objetivo es optimizar dicha respuesta (Montgomery, 2004). Permite al
investigador conocer la respuesta de los factores sobre una region de interés, asi

como, evaluar la sensibilidad de la respuesta de los factores a los tratamientos

32



(Kuehl, 2000). Incluye disefios estadisticos de experimentos, técnicas de
modelacion de regresiones y métodos de optimizacion. En las aplicaciones,
normalmente el investigador controla las variables independientes o factores y

observa las variables respuesta como una salida del experimento (Myers, 2012).

En una superficie de respuesta la relacion entre la respuesta y las variables
independientes es desconocida; por lo tanto, el primer paso es encontrar una
adecuada aproximacion de la relacion entre la variable respuesta y el conjunto
de variables independientes. Usualmente se emplean polinomios de orden bajo
para las variables independientes (Kuehl, 2000; Montgomery, 2004). Los
modelos de primer orden asumen que la variable independiente tiene un efecto
lineal sobre la variable respuesta. Mientras que los modelos de segundo orden
asumen que la variable independiente tiene una curva o efecto cuadratico sobre

las variables respuesta (Myers, 2012).

Normalmente, las superficies de respuesta son representadas en forma
gréfica, ya que facilita un adecuado entendimiento de las mismas. Estos pueden
ser graficos en tres dimensiones o gréaficos de contornos (ver Figura 7). En estos
altimos se trazan lineas de respuesta constante en el plano, cada contorno
corresponde a una altura particular de la superficie respuesta. El dibujo de
contorno juega un papel muy importante en la superficie de respuesta, ya que,
permite caracterizar la forma de la superficie y localizar el punto 6ptimo con

razonable precision (Montgomery, 2004; Myers, 2012).
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Figura 7. Representacion grafica en tercera dimension (a) y gréafico de contorno
(b) de una superficie de respuesta (Myers, 2012).

El punto donde se optimiza la respuesta predicha es llamado punto
estacionario y es donde las derivadas de la respuesta estimada con respecto a
las variables de disefio son todas cero. Se puede presentar como: punto de
respuesta maxima, punto de respuesta minima o un punto de silla (Ver Figura 8,
Figura 9 y Figura 10) la cual se presenta en situaciones en las que el punto

estacionario no es ni un maximo ni un minimo ( Montgomery, 2004; Myers, 2012).
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Figura 8. Representacion grafica en 3D (a) y de contorno (b) del punto maximo
de una superficie de respuesta (Montgomery, 2004).
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Por otra parte, también se puede emplear el analisis canénico, el cual se
utiliza rutinariamente para determinar si el punto estacionario es un punto
maximo, minimo o de silla. El analisis can6nico comienza con una rotacion de la
funcién de respuesta a un nuevo conjunto de ejes, que corresponden a los ejes

principales del sistema de contorno real (Myers, 2012).
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Figura 9. Representacién grafica en 3D (a) y de contorno (b) del punto minimo
de una superficie de respuesta (Montgomery, 2004).
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Figura 10. Representacion grafica en 3D (a) y de contorno (b) del punto sillin o
silla de montar de una superficie de respuesta (Montgomery, 2004; Myers, 2012).
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Cuando un disefio es de segundo orden es comun usar el disefio central

compuesto el cual consta de un factorial 2* con ng corridas, 2 k corridas axiales

y n. puntos centrales (Montgomery, 2004). Una ventaja de la implementacién de
las repeticiones de los puntos centrales en un disefio factorial 2k, es obtener una
estimacion atractiva del error que es independiente de la seleccion del modelo,
es decir, que el error puro depende de la repeticion o replicaciéon. La adicién de
puntos centrales proporciona la capacidad de determinar si la curvatura (o
efectos cuadraticos) esta presente en la regiébn experimental. EI numero de
puntos centrales es una consideracion importante para mantener la estabilidad
de la variancia para disefios esféricos donde se pueden usar de 3 a 5 puntos
centrales mientras que para un disefio cuboidal una o dos corridas pueden ser

aplicadas (Myers, 2012).

Por otra parte, la rotabilidad es de suma importancia en los modelos de
segundo orden ya que proporciona buenas predicciones en toda la region de
interés. Esto implica que la variancia es la misma en todos los puntos x que estan
a la misma distancia del disefio central, es decir, que la variancia de la respuesta
predicha es constante en esferas. La rotabilidad es una de las razones para elegir
un modelo de superficie de repuesta, ya que con este modelo se busca optimizar;
por lo tanto, encontrar el punto éptimo que es desconocido antes de realizar el
experimento, por lo que tiene sentido emplear un disefio que provea igual
precision en todas las direcciones (la precisién no depende de la orientacion o la
direccion) (Montgomery, 2004).

Otro disefio estadistico que se emplea en modelos de segundo orden es
Box — Behnken (BBD) el cual es un disefio para estimar superficies de respuesta
de segundo orden con tres niveles. Dicho disefio esta formado por la combinacién
de 2 factoriales con un disefio de bloque incompleto, este es un disefio rotable
o casi rotable con una reduccion del numero de unidades experimentales o
corridas comparado con un disefio 3™. Es un modelo esférico, con todos los
puntos en la esfera de radio v2 (Kuehl, 2000; Montgomery, 2004). Debido a que

es de naturaleza esférica, no predice bien en los extremos (0 esquinas) de la
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region de disefio como si lo hacen un disefio central compuesto rotable de tres
niveles (ver Figura 11). Por lo tanto, el BBD debe limitarse a los casos en que la
prediccién en las esquinas del cubo no es importante (Myers, 2012). Esto podria
ser ventajoso cuando los puntos de las esquinas del cubo representan
combinaciones de los factores que son excesivamente costosos o imposible de

evaluar debido a limitaciones de procesos fisicos (Montgomery, 2004).

(a) (b)

--%->

Figura 11. Disefio de Box — Behnken (a) y disefio central compuesto (b) para
tres niveles (Myers, 2012).

Por otra parte, en los ultimos afios se han aplicado modelos de superficie de
respuesta con multirespuesta; porque requiere menos tiempo, esfuerzo y
recursos que los procedimientos univariados (que, sin embargo, todavia se
desarrollan), y facilita la recoleccion de grandes cantidades de informacién al
tiempo que minimiza el nimero de experimentos (Vera et al., 2014). En un
experimento de multirespuesta se obtienen mediciones en varias respuestas para
cada ajuste de un grupo de variables de control. Es decir, es un experimento
donde un numero de variables respuesta se miden simultaneamente para cada
nivel de un conjunto de variables independientes, pueden encontrarse variables
respuesta que desean ser maximizadas mientras que otras minimizadas. Cuando
se esta realizando el analisis de los datos es importante considerar la posible

correlacion entre las variables (Khuri & Mukhopadhyay, 2010).

Al seleccionar un criterio de optimizacion de disefio para experimentos de

respuesta mdultiple, es necesario considerar todas las respuestas
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simultdneamente. En este tipo de disefio el significado de "6ptimo" a veces no
esta claro ya que no existe una forma unica de ordenar los datos. Las condiciones
Optimas para una respuesta pueden estar lejos de ser éptimas o incluso
fisicamente impracticables para las otras respuestas, desde el punto de vista
experimental (Khuri & Mukhopadhyay, 2010).

Para realizar un adecuado analisis de multirespuestas se han desarrollado
varias técnicas entre ellas un enfoque gréafico en el cual los contornos de todas
las respuestas se superponen entre si; y se identifica la region donde las
condiciones de operacién son casi Optimas para todas las respuestas. Sin
embargo, a medida que aumenta el nimero de respuestas y factores de control,
encontrar el Optimo graficamente se vuelve muy complicado (Khuri &
Mukhopadhyay, 2010). Otro método empleado es la funcion de deseabilidad cuyo
objetivo es encontrar las condiciones de operacibn que garanticen el
cumplimiento de que todas las variables involucradas provean el mejor valor en
la respuesta. Esto se logra convirtiendo las respuestas multiples en una sola,
combinando las respuestas individuales dentro de una sola funcién compuesta.
Los valores de D (Deseabilidad Global) varian entre 0-1, si una de las variables
es completamente indeseable D=0 y si D#0 todas las variables son

simultaneamente optimizadas (Vera et al., 2014).

Luego de llevar a cabo los experimentos de la superficie de respuesta y su
respectivo analisis, con ayuda de los modelos o ecuaciones se realiza un estudio
confirmatorio. Para ello, se llevan a cabo ensayos bajo las condiciones
encontradas como Optimas; con el cual se busca comparar de forma experimental
los resultados predichos por el modelo, y asi confirmar o validar las condiciones
encontradas como Optimas mediante la superficie de respuesta (Abas et al.,
2008).

3.5 Analisis de Componentes Principales (PCA)
El analisis de componentes principales (PCA por sus siglas en inglés) tiene
como principal objetivo describir la variacion de un conjunto de variables

correlacionadas, xq, x3, X3,.... , Xg, €N UN NUEVO grupo de variables que no estan
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correlacionadas, y, y2, ¥s,.--., ¥g, Cada una de ellas es una combinacion lineal

de las variables .

El PCA transforma las variables originales dependientes en una nueva
dimensién no correlacionada, y eso simplifica la estructura de los datos y ayuda

en la interpretacion de los mismos (Lawless & Heymann, 2010).

Los componentes principales se obtienen por medio de la combinacion
lineal de aquellas variables dependientes que maximizan la varianza de los datos,
por lo tanto, el primer componente principal debe explicar la mayor variabilidad
de los mismos (Lawless & Heymann, 2010).

El andlisis suele presentarse en forma grafica (Ver Figura 12), cada uno
de los ejes (x y y) corresponde a un componente principal. Los puntos
corresponden a los tratamientos mientras que los vectores son las variables
respuesta. Los vectores alineados a cada eje, asi como su longitud, son los que
permiten explicar cada componente. Aquellos vectores de poca longitud, es decir,
cercanos a cero, indican que no estan asociados al componente aunque estén
alineados con ellos, ya que esto representa que el vector estd mas asociado a
otro componente. Por otro lado, los vectores de gran longitud y alineados al
componente si estan asociados a éste mientras que aquellos vectores ubicados
entre componentes indican su asociacion con ambos (Lawless & Heymann,
2010). Si el vector y los puntos estan en la misma direccién, implica que la
caracteristica representada por el vector explica mayormente las muestras.
Cuando dos vectores se encuentran opuestos significa que esas variables se

encuentran correlacionadas.
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Figura 12. Representacion grafica de un analisis de componentes. Adaptado de

(Lawless & Heymann, 2010)
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IV. Materiales y métodos

4.1 Localizacion
El proyecto se llevo a cabo en las instalaciones de la Universidad de Costa

Rica, en la sede Rodrigo Facio, localizada en San Pedro de Montes de Oca, en
la provincia de San José. El proceso de microfiltracion, ultrafiltracion y diafiltracion
se llevo a cabo en la planta piloto del CITA y los analisis fisico-quimicos en el
Laboratorio de Quimica de la Escuela de Tecnologia de Alimentos de la
Universidad de Costa Rica, en el Laboratorio de Quimica del Centro Nacional de
Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CITA) y en el Centro de Investigaciones
Agrondmicas (CIA).
4.2 Materias primas

La materia prima fue la broza de café maduro de la especie Coffea arabica
de las variedades Caturra, Catuai y Villalobos tipica; mezcladas en diferentes
proporciones, de acuerdo con la finca donde se recolectd. Se trabajé con café
organico para evitar la presencia de agroquimicos y fue obtenido de varias fincas
de la zona de Zarcero en la provincia de Alajuela. La cosecha correspondio al
periodo de 2015-2016. Para el proceso de validacion de la superficie de
respuesta se obtuvo un segundo lote de broza de café de la zona de Turrialba en
agosto del 2016 de las variedades de F; millenium, Obata y Catuai. Las
diferentes pruebas se realizaron de un Unico lote, el cual se microfiltr6 en una
Unica tanda, fue dividido en bolsas y congelado a -80 °C para posteriormente
realizar los procesos de ultrafiltracion y diafiltracion, asi como de secado. Se
utilizé maltodextrina adquirida en Distribuidora del Caribe con un grado de
dextrinizacion de 10-12, humedad de <6%. EIl acido citrico de grado alimentario

fue suministrado por IQS y de grado alimentario.

4.3 Efecto del proceso membranario en la reduccién del contenido de
azucares del extracto de broza de café

4.3.1 Obtencidn del extracto de broza de café
Se aplicd la metodologia seguida por (Quirés, 2014), luego se realizo la

extraccion siguiendo la metodologia de Ariza (2011).
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Los extractos para la validacion de la superficie de respuesta se

almacenaron a -80 °C.

4.3.2 Equipos empleados en el proceso de membranas
La etapa de microfiltracion se llevo a cabo en un equipo que cuenta con

una bomba centrifuga y una neumatica, un tanque de alimentacion y un modulo
para membrana tipo tubular de cerdmica con area 0,22 m?. La membrana usada
fue marca Membralox con un tamafio de diametro de poro promedio de 0,2 pum;

el volumen muerto del equipo es de 3,5 L.

Los ensayos de ultrafiltracion se llevaron a cabo en la unidad piloto de NF-
UF (Iberlact, Espafia). Dicho equipo se compone de un médulo para membranas
planas, una bomba de desplazamiento positivo la cual provee el flujo tangencial,
un tanque de alimentacion, una llave de paso para controlar la presién y un
intercambiador de calor para controlar la temperatura. Los ensayos se llevaron a
cabo empleando membranas de pelicula delgada con un area efectiva de
filtracion de 0,0139 a 0,0234 m? (ver Cuadro |) en la Figura 13 se muestra un

diagrama del equipo empleado.
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a. Panel de instrumentacion y control. j. Sensor de temperatura.

b. Tanque de alimentacion. * k. Sensor de presion de entrada.

c. Bomba de alimentacion. |. Bomba de desplazamiento positivo.
d. Vélvula de seguridad. m. Motor de la bomba.

e. Medidor de caudal o flujo. n. Salida de permeado

f. Intercambiador de calor. 0. Porta membrana de filtracion.

g. Salida de agua de enfriamiento. p. Sensor de presion de salida.

h. Entrada de agua de enfriamiento. g. Vélvula de regulacion de retenido.
i. Valvula de control de temperatura. r. Valvula de control de presion.

Figura 13. Esquema de la unidad piloto de ultra- y nanofiltracién tangencial
empleada en los procesos de ultra y diafiltracion de un extracto de broza de café.
Fuente: Soto (2014).
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4.3.3 Eleccion de la membrana que permita la mayor retencién de
antocianinas y menor retencion de azUcares durante la ultrafiltracion
(Pruebas preliminares)

A continuacion en el Cuadro | se muestra la informacion general de las

diferentes membranas usadas con el fin de seleccionar la membrana de UF que
permitiera la mayor reduccion de azlcares y una alta retencidén de antocianinas
del extracto.

Cuadro I. Informacién general de las membranas usadas en la seleccion de la
membrana con mayor retencion de antocianinas y menor retencion de azucares.

Peso
molecular Retencién

Membrana Fabricante Pais Material de corte de Na;SO4
(MWCO)
Poliamida de
Dow . 200-400 .
NF270 FILMTEC USA pelicula Da -
delgada
Nadir Micrody- . 4 % .
NPO10 Nadir GrmbH Alemania Poliétersulfona 35-75%
Nadir Micrody- , . . 80-95%
NP030 Nadir GmbH Alemania Poliétersulfona -
GE Pelicula
GK** , USA delgada de 2000 Da -*
Osmonics S
poliamida

-*Datos no suministrados. ** Elegida.

La membrana GK de GE Osmonics fue la membrana elegida como ideal
para el proceso de reduccion de azlcares y concentracion de antocianinas, ya
que permitié el mayor contenido de antocianinas e intermedio de azucares,
ademas, dentro de las membranas evaluadas, ésta fue la membrana que permitié
obtener el extracto mas puro (menor contenido de sélidos). La membrana Nadir
NP010 presento6 un alto contenido de azUcares mientras que la NF270 presenté
valores menores, pero con menos antocianinas que la GK. Por otra parte, la
membrana Nadir NPO30 presentd un flujo de permeado demasiado bajo y, a
pesar de que se aumento la presion a 30 bar, el extracto se ferment6 dentro del
equipo antes de finalizar el proceso (aproximadamente 15 h), por lo que no pudo

realizarse la cuantificacion. En los Anexos Cuadro Al se muestran los resultados
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de la cuantificacion de azUcares, antocianinas e indice de acidez de los retenidos

segun las diferentes membranas utilizadas.

4.3.4 Evaluacion del proceso membranario en la reduccion de azucares
de un extracto de broza de café

Se evaluo la efectividad del uso de la microfiltracion, la ultrafiltracion y la
diafiltracion en la reduccion de azucares totales, asi como, en la obtencion de un
extracto mas puro y concentrado de broza de café (Ver Figura 14). Dichas
separaciones son posibles gracias a las diferencias en los pesos moleculares
entre los azucares, glucosa (180,16 g/mol), fructosa (180,16 g/mol) y sacarosa
(342,30 g/moal), con las antocianinas. La principal antocianina presente en la
pulpa de café es ciadinina 3- rutindsido la cual tiene un peso molecular de 595
g/mol (Miranda et al., 2012). De manera que, al emplear una membrana
adecuada (determinada previamente en pruebas preliminares) se buscé separar
los pigmentos de interés de los azucares. La microfiltracion y ultrafiltracién se han
utilizado en la purificacion y concentracion de un extracto de subproducto de
mora; por lo tanto, las condiciones de ultrafiltracion y microfiltracion fueron las
mismas que utiliz6 Soto (2014). En el proceso de ultrafiltracion se usaron
membranas con un MWCO de 100- 2000 Da. En la etapa de diafiltracion se
empled agua desionizada y se utilizd6 1 diavolumen. Para la determinacion del
diavolumen se empled la ecuacién 1, donde V, es el volumen de agua adicionada

y V}. es el volumen retenido.

DV= 2 [1]
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Figura 14. Diagrama del proceso para la obtencion de un producto en polvo rico
en antocianinas a partir de un extracto de broza de café.

Para evaluar el efecto del proceso membranario en la reduccion de
azucares y acidos se cuantificaron los azucares, los solidos totales, el acido
citrico y la humedad del extracto colado (se removié la broza) asi como al
permeado, tanto ultrafiltrado como diafiltrado. El contenido de acido se cuantifico
ya que la presencia de acido citrico favorece la estabilidad del pigmento (Quirés,
2014). Para ello, se realizaron 3 repeticiones del proceso de ultrafiltrado asi como

para el diafiltrado, pero solo una repeticiéon de microfiltracion.

Ademas, se cuantificaron las antocianinas, tanto en el retenido como en el
permeado, para evaluar si durante la microfiltracion habia pérdidas. Por su parte,
el indice de oscurecimiento fue cuantificado en el filtrado (alimentado al
microfiltrador) y el retenido del microfiltrado, para verificar si con dicha etapa se
lograba eliminar polifenoles degradados por enzimas endoégenas. También se

comparo los datos después de la microfiltracion con aquellos ultrafiltrados para
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determinar la retencion de antocianinas, no se realizé andlisis estadistico ya que
era un unico lote del extracto microfiltrado.

4.4 Efecto del proceso membranario en el secado del extracto de broza de
café y la calidad del polvo final
4.4.1 Equipo empleado en el secado del extracto de broza de café

sometido al proceso membranario
El secado se llevé a cabo en un secador por atomizacion de marca Buchi

Labortechnik, modelo Mini Spray Dryer B-290. La temperatura maxima de trabajo
es de 220 °C, el flujo de aire maximo de 35 m%h, el tamafio de orificio de la
boquilla o0 nozzle es de 0,7 mm, el tiempo de residencia promedioesde 1,0a 1,5
s y el tamafio de particula promedio de 1 a 25 pum. La Figura 15 muestra un

diagrama del equipo.
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Partes del equipo de secado por atomizacién

@ Mezcla alimentada @ Conexidn eléctrica a tierra

@ Pantilla de agitadan magnética @ Contenedor receptor de producto deshidratado
(@) interruptorde encendido/apagado @8 cicion

@ Medidorde flujo de gas @ Filtro

@ Bomba peristaltica @ Conexidn a aspirador

@ Entrada de mezcla @ Mandmatro

@ Conexién de limpiador de tobera @ Regulador de valvula de alimentacién

[8) Conexién de aire comprimido @ Pantalla y regulador de limpiador de tobera

(9 Conexion desistema de enfriamientode aspersor  (&2) Pantallay regulador de bomba

@0 Aspersor €3 pamallay regulador de aspirador

@ Cilindro de secado @ Pantallay regulador de temperatura de entrada
@ Contenedor @ Pantallaindicadora de la temperatura de salida
@ Senzorde temperatura @ Pantallaindicadora de la temperatura de entrada medida

Figura 15. Esquema del equipo de secado por atomizacion Bichi Mini Spray
Dryer B-290 empleado para secar el extracto de broza. Fuente: Hernandez
(2017).
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4.4.2 Evaluacion del efecto de la diafiltracion en el extracto de broza de
café sobre el proceso de secado por atomizacion

Con el fin de evaluar el efecto de la diafiltracion en la reduccidon de
azucares del extracto y posteriormente en el producto en polvo; se aplico un
secado tanto al retenido solo ultrafiltrado como al retenido ultrafiltrado y diafiltrado
bajo las condiciones empleadas por Quirés (2014): 160 °C de temperatura de
entrada y 94 °C de salida, 90% en el aspirador, 12% en la bomba y 3 en el nozzle
(Ariza, 2011) y una presion del filtro de 3 800 Pa. Previo al proceso de secado se
adicion6 8% de maltodextrina. Posterior al secado, se tomaron fotografias para
comparar de manera cualitativa el efecto de la diafiltracion sobre la pegajosidad
y ademas se determind el rendimiento, indice de solubilidad en agua (WSI), la

densidad “bulk”, el color, el contenido de sdlidos totales y antocianinas.

Para las variables respuesta de contenido de glucosa, fructosa, sacarosa
y antocianinas se expresaron, ademas, los resultados como porcentajes de
retencién con el fin de conocer las pérdidas en cada etapa. Para los procesos de
membrana se utilizé la ecuacion 2, donde Cn; es la concentracion del liquido de
alimentacion y Cny es la concentracion final en el retenido expresadas ambas en
base himeda; m; y m; son las masas de liquido de alimentacion y del retenido
respectivamente, y R es el porcentaje de retencion.

Cni(:nn—})

R=

%100 [2]

cnf
Para la retencién de antocianinas en el secado por atomizacién se utilizo
la ecuacion 3. Donde Cny,y, €S la concentracion de antocianinas en el polvo y

Cn,,; €S la concentracidon del extracto o liquido de alimentacién, expresadas

ambas en base seca.

R:Cn polvo*loo [3]

Cn ext
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4.4.3 Disefno experimental
Para determinar la efectividad de la diafiltracion (sin secado) del extracto de

broza de café, en la reduccion de azucares, acidos, sélidos totales y antocianinas,
se uso un disefio irrestricto aleatorio con un factor y dos niveles (antes y después

de la diafiltracién), para cada tratamiento se realizaron 3 repeticiones.

Por otra parte, para evaluar la efectividad de la diafiltracion en el extracto
deshidratado se aplicé un disefio irrestricto aleatorio con un factor y dos niveles
(diafiltrado vrs diafiltrado seco y sin diafiltrar vrs sin diafiltrar seco). Se emplearon
como variable respuesta el rendimiento, la densidad “bulk”, el color, y la

humedad. Para cada tratamiento se realizaron 3 repeticiones.

4.4.4 Analisis de datos

Para analizar los resultados obtenidos al aplicar diafiltracién al extracto de
broza de café se aplic6 una prueba de t- Student con un nivel se significancia del
5%.

Por otra parte, para analizar los resultados obtenidos de los extractos
deshidratados se aplicé una prueba de t-Student para cada variable respuesta
con un nivel de significancia del 5%.

4.5 Condiciones de secado por atomizaciébn y su efecto en las
caracteristicas de un polvo rico en antocianinas

4.5.1 Preparacion de las muestras antes del secado (adicion de
recubrimiento)

Para la obtencion del extracto de broza de café se siguié el procedimiento
seguido por Quirds (2014) y las etapas previas de microfiltracion, ultrafiltracion y
diafiltracion, luego se adicionaron concentraciones de recubrimiento de minimo
3% y maximo 8%. Se eligi6 la concentracion del 3% como minimo ya que fue el
porcentaje mas bajo encontrado en la literatura (Mishra et al., 2014). Por su parte,
se tom6 como maximo el 8% ya que ésta es la condicion empleada por Quir0s
(2014) que causo6 dilucion de la coloracién y que, por lo tanto, se deseaba reducir.
El recubrimiento utilizado fue maltodextrina con grado de dextrinizacién de 10-12

DE, ya que es el que se encuentra disponible en el pais y, ademas, esta en el
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ambito que se encontrd que permite buenos resultados en el secado de jugos de
frutas (Ersus & Yurdagel, 2007; Tonon et al., 2010; Tonon et al., 2011).

4.5.2 Condiciones de secado

Se varid la temperatura de entrada al secador por aspersion con el fin de
determinar la condicién que causara la menor reduccién de color del extracto de
broza de café. Se utiliz6 la temperatura de 160 °C que fue la empleada por Ariza
(2011) y Quirds (2014) en extracto de broza de café como la mas altay 125 °C,
basandose en literatura, como la mas baja, ya que es en la que se ha presentado
menor pérdida de antocianinas en amla (Emblica officinalis) (Mishra et al., 2014).
Ademas, debido a las posibles variaciones de las viscosidades y humedades
iniciales de los extractos debido a las diferentes concentraciones de
maltodextrina se varié el flujo de alimentacién del equipo de 1,5 mL/min como

minimo y un maximo de 5,7 mL/min.

4.5.3 Disefo experimental

Se aplicé una metodologia de superficie de respuesta de Box-Behnken
empleando tres factores: la concentracion de recubrimiento, la temperatura de
entrada al secador y el flujo de alimentacién, con tres niveles cada factor. Las
variables respuestas evaluadas fueron: color (h°, C* y L*), humedad, contenido
de antocianinas totales, rendimiento y densidad “bulk” de los polvos obtenidos
tras el secado con diferentes temperaturas de entrada, flujo de alimentacion y

concentraciones de recubrimiento.

El disefio experimental se muestra a continuacion en el Cuadro Il.
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Cuadro Il. Disefio Box-Behnken para el estudio del efecto de la temperatura de
entrada al secador por atomizacion, la concentracion del recubrimiento y el flujo
de alimentacion sobre un extracto de broza de café.

X1 X2 X3
Temperatura  Concentracién
de
maltodextrina Flujo de
alimentacion
-1 -1 0
22 Factorial +1 -1 0
Temperatura vrs

Concentracion -1 +1 0

+1 +1 0

-1 0 -1

22 Factorial +l 0 -1
Temperatura vrs Flujo

de alimentacion -1 0 +1

+1 0 +1

0 -1 -1

22 Factorial 0 *l -1
Concentracion vrs Flujo

de alimentacion 0 -1 +1

0 +1 +1

0 0 0

Disefio central 0 0 0

0 0 0
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4.5.4 Analisis estadistico
Los resultados obtenidos fueron analizados por la metodologia de Box-
Behnken, la cual gener6 un modelo, que permitié determinar las condiciones
optimas, es decir, aquellas que causaron el menor cambio de color y pérdida
de antocianinas del extracto de broza de café secado por atomizacién con el

uso de maltodextrina.

Se utilizé el paquete estadistico SAS version 9.3 (Cary, NC, USA) para
determinar el modelo que proveia un maximo en el contenido de antocianinas,
color L* y C* y un minimo de h° y de densidad “bulk”. Para determinar si los
modelos matematicos generados para cada variable respuesta tenian un buen
ajuste y eran significativos se tomdé en cuenta el coeficiente de determinacién
(R?), el R? ajustado (R?-adj), la probabilidad del modelo (p), la probabilidad de

falta de ajuste (pta) y la distribucion de residuos.

4.5.5 Analisis de Componentes Principales
Para evaluar la variabilidad de las diferentes variables respuesta al aplicar
los tratamientos de la superficie de respuesta, se realizd6 un andlisis de

componentes principales con ayuda del programa XLSTAT (Addinsoft, USA).

4.5.5 Validacion de las condiciones predichas por el modelo

Mediante la superficie respuesta se obtuvieron una serie de ecuaciones,
las cuales suministraron los valores de las variables respuesta y las condiciones
optimas. Para validar el modelo, se realizaron tres ensayos bajo las condiciones
optimas (de temperatura de secado, concentracion de maltodextrina y flujo de
alimentacion), se cuantificaron las variables respuestas y se compararon con lo
predicho por el modelo. Los ensayos se realizaron con dos extractos diferentes,
ya que, el extracto almacenado (a -80 °C) podia presentar degradaciones durante
el almacenamiento, por lo que, se obtuvo otro extracto, pero de la zona de
Turrialba en el periodo de agosto del 2016 y de las variedades F; millenium,
Obata y Catuai, para descartar que las diferencias se pudieran deber a

variaciones en el contenido de antocianinas. El valor predicho por el modelo debio

53



encontrarse dentro del intervalo de confianza de los valores promedios obtenidos

experimentalmente en el punto éptimo, segun cada variable respuesta.

4.6 Métodos de analisis

4.6.1 Determinacion de azUlcares totales
Se siguid el protocolo P-SA-MQ-006 del CITA basado en los métodos

expuestos por Pirisino (1983) y Sullivan & Carpenter (1993); que corresponde a
la determinacién de azlcares totales por HPLC (cromatografia liquida de alta
resolucion) (Shimadzu, USA). ElI extracto se inyect6 en la columna
cromatografica Phenomenex Luna NH2, 5 m, 250 mm x 4,6 mm para su
separacion. La identificacion y cuantificacion se realizo utilizando un detector de
indice de refraccién Shimadzu RID-10A. Se inyectaron patrones de azucares de
concentracién conocida, los cuales permitieron la elaboracion de curvas de
calibracion necesarias para cuantificar y aportar los tiempos de retencion

necesarios para la identificacion.

La fase mévil utilizada fue acetonitrilo: agua grado 1 o HPLC (80:20), filtrada
por microporo (0,45 um), con un flujo de 1,5 mL/min, a temperatura de 35 °C. Se
inyectaron 20 pL de la muestra y de los patrones, los cuales tenian
concentraciones entre 0,1 % y 1% en cada uno de los azlcares que componen
la mezcla. Para realizar los calculos de la determinacion de azucares totales, se

utilizé la ecuacion 4.

100mL
100g de muestra masa de muestra (g)

%(—L—)«vol L
g =( ( ) oumen(m)*loo [4]

4.6.2 Determinacion de la acidez total expresada como equivalentes de
acido citrico

La determinacion de acido citrico se realiz6 mediante potenciometria
debido a la presencia de coloracion en el extracto de broza de café que dificulta
la lectura del punto final. Para ello se usé NaOH 0,10 M como agente valorante,
que fue previamente estandarizado. En un beacker se colocaron
aproximadamente 75 mL (que cubria el electrodo) del extracto de broza de café
con agitacién constante (que permita mezclado sin salpicar). Se adicioné el

NaOH lentamente hasta que el pH-metro mostré un valor de pH de 8,1; ya que
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se ha observado que a este pH se da el punto final de una valoracion de acido
citrico (Kenkel, 2002). Para determinar los g de acido citrico se usé la ecuacion
o)

(v(mL)«cn (mol/L))NaOH*0.064(%)

% acido citrico = [5]

m extracto (g)

4.6.3 Determinacion de la humedad o materia seca

Para la determinacién de materia seca tanto del producto en polvo como
del extracto concentrado, se determind la humedad utilizando una estufa de
vacio, como se indica en el método de la AOAC 920.151: Sdlidos totales en frutas
y productos de frutas (AOAC, 2002). El uso de la arena fue de suma importancia
en el extracto, para ello se adicionaron 3 g de arena y 3 g de extracto. Para el

producto en polvo se adicionaron 2 g de polvo y no se utilizé arena.

Para el pigmento en polvo, inicialmente se le agregé maltodextrina al
extracto para secarlo, por lo que a la materia seca obtenida se le resto6 la materia
prima proveniente de la maltodextrina y asi obtener cuanto corresponde a
pigmento, y asi tener valores de materia seca comparables con la materia seca

de los extractos concentrados (sin secar).

4.6.4 Determinacion de la densidad “bulk”

La densidad “bulk” del polvo fue determinada pesando 2 g de muestra y
colocandolos en un cilindro de 50 mL graduado. Posteriormente se coloc6 en un
agitador tipo vortex por 1 min. La densidad “bulk” se obtuvo dividiendo la masa
del polvo entre el volumen ocupado por el mismo dentro del cilindro (Tonon et al.,

2010; Mishra et al., 2014). Este procedimiento se realizo por triplicado.

4.6.5 Determinacion de antocianinas totales.

A continuacién se detalla la metodologia para la determinacién del
contenido total de antocianinas monoméricas segun el método propuesto por
Giusti y Wrolstad (2001).

Se determind el factor de dilucion (fd) adecuado para la muestra, diluyendo

con KCI 0,025 M, pH=1, hasta lograr que la absorbancia a Avismax esté dentro del
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rango adecuado (entre 0,2 y 0,8) para que se cumpla la ley de Beer (Pino y Pérez,
1983). Para este caso, la Avis-max es 510 nm, segun lo indicado por Wrolstad et
al. (2005) para las antocianinas principales de la broza de café, cianidina-3-
rutinésido y la cianidina-3-glucésido. Para lograr estas especificaciones se toman
alicuotas del extracto y del buffer hasta 5mL que permitieran lograr los valores
de la absorbancia dentro del rango dicho. En el caso del extracto seco, se pesé
1 g del polvo se aforé en un balén de 10 mL y luego se tomaron las alicuotas y
se mezclaron con el buffer pH 1 hasta 5 mL.

Se prepararon dos diluciones de la muestra; la primera con KCI 0,025 M, pH
1 y la otra con acetato de sodio 0,4 M, pH 4,5, utilizando el factor de dilucion
determinado anteriormente. Se dejaron en reposo las muestras por 15 minutos.
Luego se midi6 la absorbancia de ambas muestras a 510 y 700 nm (la longitud
de onda de 700 nm se utilizé como parametro de correccion), contra una cubeta
con agua destilada. Las mediciones se realizaron en un lapso de tiempo entre 15
y 60 minutos.
Se calculé la absorbancia de la muestra diluida con la ecuacion 6:

A= (Asionm — A700nm)pH 1,0 — (As1onm — A700nm)pH 4,5 (6]
Se calculd la concentracién de antocianinas monomeéricas (mg/g) en la muestra

original segun la ecuacion 7:

./ , , - (A*MM~*1000%V)
Concentracion de antocianinas monoméricas = —(Z Tom) [7]

Donde MM es la masa molar de la antocianina mayoritaria (cianidina-3-
rutinésido y se utiliza 631 g/mol (Ariza, 2011). A es el valor obtenido segun la
ecuacion 6; 1000 es el factor de conversion de gramos a miligramos, V es el
volumen del balén (en el caso de las muestras en polvo), 2 es la absortividad
molar, se utilizé 28 800 L-cm™! mol™1(Ariza, 2011; Prata y Oliveira, 2007) y m es
la masa de la muestra en gramos (en el caso de las muestras en polvo). En esta
formula se asume una longitud de recorrido de luz de 1 cm. El resultado obtenido
se expresa en mg de cianidina-3 rutindsido/100g de muestra (extracto).

Esta determinacién se realiz6 con un espectrofotbmetro marca Jasco,
modelo V-630 del laboratorio de Quimica del CITA.
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Es importante especificar que el resultado se expresa en base seca. Para
ello, se les calculd la materia seca a los extractos. En el caso de los polvos se
determind la materia seca proveniente de la maltodextrina, la materia seca del
extracto inicial y la materia seca del polvo, con el fin de reportar los resultados en
base seca excluyendo la cantidad que corresponde a la maltodextrina, es decir,
en el caso de las muestras en polvo los resultados fueron expresados como mg
de cianidina-3 rutinésido/ 100 g extracto; con el fin de poder comparar las
muestras antes y después del secado; en los anexos se presenta una muestra
de calculo.

4.6.6 Determinacion del indice del oscurecimiento

Para la determinacion de este parametro se midié la absorbancia de la
muestra a pH 1 (seccién 4.6.5) a dos longitudes de onda diferentes: 510 nm,
donde se presenta la absorbancia maxima de las antocianinas, y 420 nm, donde
se detectan no solo antocianinas sino también productos pardos (Buglione y
Lozano, 2002; Wrolstad et al., 2005; Del Pozo-Insafran et al., 2007; Jimenez et
al., 2010).

Este indice se calculé como se indica en la ecuacion 8:

A510nm
A420nm

indice de oscurecimiento =

[8]

4.6.7 Determinacion instrumental del color

El color se determin6 con un colorimetro marca Hunter Lab, por medio de
la escala CIE L*, a*, b* (CIELAB), utilizando una fuente de luz D65, un angulo de
vision de 10 °, con geometria Optica 45/0.

Una vez medidos dichos parametros se procedié a determinar el croma (C*,

saturacion), la tonalidad (h°, hue) y la luminosidad (L*).

4.6.8 Determinacion del rendimiento masico
Para la determinacién del porcentaje del rendimiento masico se medio la

masa del extracto seco recuperado del envase receptor (Ver Figura 15) y la masa
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de la sustancia alimentada, se calcul6 como se muestra a continuacién en la

ecuacion 9:

Masa del extacto seco recuperado (g)

%Rendimiento masico: *100  [9]

Masa de muestra alimentada (g)

4.6.9 Determinacion de cianidina 3-rutinosido por HPLC
Para los polvos de la superficie de respuesta se cuantificaron la cianidina 3-

rutinésido por el método de HPLC, ya que, los puntos extremos presentaron
coloraciones oscuras que interfirieron en la determinacion por el método de

diferencia de pH por ser un método espectrofotomeétrico.

Se usaron como fases moviles una disolucién de acido férmico al 2% y otra de
acetonitrilo 80% y acido formico 2%; con una columna cromatografica
Phenomenex Luna 5 um C18 100A , tamafio 150 mm x 2,00 mm, nimero de serie
546184-17Se realizaron patrones de 150, 125, 100, 75, 50, 25 y 10 ppm de
cianidin-3 rutinésido. La temperatura usada en el horno fue de 30 °C inyectando
20 pL con un flujo de 0,30 mL/min.

Se tomo6 0,1 g del polvo y se disolvié en un balén aforado de 10 mL, se agit6é
vigorosamente en un Vortex, se pasé por un microporo de 0,2 pL y se tomaron
alicuotas con micropipeta de 1000 uL que se inyectaron directamente en el HPLC
(sin necesidad de realizar diluciones). Luego, empleando la curva de calibracion
(se muestra en la Figura A 1 de los anexos) se calcularon las concentraciones
de las muestras aplicando la ecuacién 10:

( érea—b/cn(%))*fd*v(L)

masa (g)

mg cianidina 3 — rutinésido = [10]

Donde el fd (factor de dilucion) fue 20/5 ya que para la curva de calibracion

se inyectaban 5 mL y en las muestras 20 mL.

4.6.10 Determinacion del indice de solubilidad en agua (WSI)
El indice de solubilidad en agua se determiné utilizando el método descrito

por Mishra et al. (2014). Se colocaron 2,0 g del extracto seco y 25 mL de agua
destilada en una tubo de centrifuga de 100 mL, el cual se agitdé vigorosamente

utilizando un equipo de agitacion Vortex ® y posteriormente se incub6 en un bafio
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de agua a 37°C por 30 min, el tubo luego se sometié a centrifugacién a 10 000
rpm durante 20 min. El supernatante se coloc6 en una capsula prepesada y se
sec6d a 103 + 2 °C hasta alcanzar masa constante; el célculo respectivo se

muestra a continuacién en la ecuacién 11:

Masa supernatante seco (g) "
Masa del extracto seco (g)

WSI =

100 [11]
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V. Resultados y discusion

Evaluacion del proceso membranario en lareduccion de azucares de un
extracto de broza de café

5.1 Efecto del proceso membranario en la concentracion de
antocianinas y la reduccion del contenido de azlcares para
facilitar el proceso de secado del extracto de broza de café

5.1.1 Efecto de la microfiltracidon sobre compuestos del extracto de
broza de café
Para el proceso de microfiltracion se requeria un gran volumen de extracto,

40 L aproximadamente, por lo que se obtuvo un unico lote de broza de café, el
cual se homogenizé y se dividié posteriormente para realizar los diferentes
procesos. Es por esta razén, que el proceso de filtracion y microfiltracion se llevé
a cabo solo una vez y, por lo tanto, no fue posible realizar un analisis estadistico.
Sin embargo, en la Figura 16 se muestran los resultados de las diferentes
variables respuesta con el fin de analizar de forma cualitativa el efecto del
proceso de microfiltracion. Para ello, se mostraréa los cambios en cada una de
estas variables respuesta en la alimentacion (antes de la microfiltracion) y en el
permeado. En el retenido se midi6 las antocianinas y el indice de oscurecimiento,
ya que, era interesante conocer si los compuestos fendlicos fueron retenidos por
la membrana, y esto podria representar una reduccién en el oscurecimiento del

extracto deshidratado posteriormente.
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Filtrado

°Antocianinas (mg/100g): 94+ 3 !
Solidos totales (%): 13,710,3 I
Acidez (%):1,31 * 0,07 !
Glucosa (g/100g): 5+ 1 |
Fructosa (g/100 g): 7 £ 2 i
Sacarosa (g/100g): 42 |

[

l

Microfiltracion —_» °Antocianinas(mg/100g): 1+2
Indice de oscurecimiento:2,387 + 0,005

FRV=10 s T T T i
l Permeado

°Antocianinas (mg/100g): 117 £ 4
Solidos totales (%): 4,0+0,3
Acidez (%): 1,22+ 0,02

Glucosa (g/100 g): 14 +2
Fructosa (g/100 g): 16 + 2
Sacarosa (g/100 g): 11 £3

Figura 16. Efecto de la microfiltracion sobre el contenido de antocianinas, soélidos
totales, azucares totales, acido citrico e indice de oscurecimiento de un extracto
de broza de café en la alimentacion y en el permeado. *Los resultados de
antocianinas estan expresados como equivalentes de mg cianidina-3-rutindsido/100 g
extracto. Los resultados de azlcares y antocianinas estan expresados en base seca.
Valores expresados como promedios (de las 3 réplicas de una muestra) + desviaciéon
estandar. Los valores en negrita son los que presentan mayor variacion.

En primer lugar se puede observar que el contenido de antocianinas podria
presentar un leve aumento en el permeado obtenido de la etapa de
microfiltracion, mientras que en el retenido se pudo considerar despreciable,
dicho resultado no concuerda con los estudios realizados por Couto et al. (2011)
en acai (Euterpe oleracea Mart.) y Soto et al. (2016) en mora (Rubus
adenotrichos) ya que, estos no encontraron diferencias significativas en el
contenido de antocianinas entre el fluido alimentado en el microfiltrador y el
permeado; lo cual indica que la etapa de clarificacion no afectd el contenido de

antocianinas de esas dos frutas.

Por otra parte, en el estudio realizado por Cassano et al. (2010), en jugo
de la fruta del cactus (Opuntia ficus-indica), y por Oliveira et al. (2016), en sandia,

por el contrario, observaron una concentracion de betaxantinas y licopeno
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(respectivamente) en el retenido; al usar también una membrana de 0,2 um.
Dichas diferencias se pueden deber al peso molecular de las moléculas a
separar, al contenido de soélidos que pueden colmatar la membrana, la matriz
alimentaria, la interaccion de los pigmentos con la membrana (por ejemplo
diferentes polaridades) y las condiciones de operacion, por ejemplo la presion

transmembranaria.

Por otra parte, el contenido de sodlidos del permeado microfiltrado fue
menor que el contenido de sélidos de extracto filtrado (antes de la MF), lo cual se
debi6 a que, dicho proceso es conocido como una etapa de clarificacion, pues,
las moléculas de mayor peso molecular, tal como pectinas y otros sélidos, son
retenidos. Cuando se realizan procesos membranarios donde se emplean
membranas con poder de corte (MWCO) menor a la microfiltracion, como por
ejemplo ultrafiltracion, nanofiltracion y 6smosis inversa, se recomienda realizar
una etapa de clarificacion para reducir el contenido de solidos y asi disminuir la
colmatacion de la membrana, uno de los principales problemas de los procesos
membranarios (Thakur & Kumar, 2006). Se ha observado que la microfiltracion
es un meétodo eficiente y eficaz en la clarificacion de jugos y extractos
principalmente en aquellos con compuestos sensibles a las altas temperaturas.
De ahi que, en el caso que interesa a este estudio, la clarificacién se logro,

minimizando las pérdidas de antocianinas.

Similares resultados fueron encontrados en los estudios de Cassano et al.
(2010) en el jugo de la fruta del cactus (Opuntia ficus-indica) y Couto et al. (2011)
en jugo de acai (Euterpe oleracea Mart.), en los cuales observaron una reduccion

del contenido de sélidos suspendidos luego del proceso de microfiltracion.

Con respecto al contenido de acidez expresado como equivalentes de
acido citrico, segun los resultados obtenidos se presentd una pequefia reduccion
en el permeado con respecto al fluido alimentado. A pesar, de que no fue posible
realizar el andlisis estadistico las diferencias observadas fueron muy pequenas,
por lo que muy probablemente la diferencia no seria significativa. Lo anterior se
puede apoyar en los estudios realizados por Couto et al. (2011) y Cassano et al.
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(2010) quienes no encontraron diferencias significativas en el contenido de acidez
en jugos de acai (Euterpe oleracea Mart.) y la fruta del cactus (Opuntia ficus-
indica) antes y después de la microfiltracion con una membrana de 0,2 yum; es
decir, no hay retencién de los acidos organicos por parte de esta membrana. La
permanencia del acido citrico en el extracto es de suma importancia ya que
permite la estabilidad de las antocianinas (Ariza, 2011) en el resto del proceso al

que serian sometidas.

Con respecto al contenido de azucares se observa en la Figura 16 un
posible aumento en el permeado luego del proceso de microfiltracion. Sin
embargo, al haber realizado solamente una repeticién del proceso, no es posible
afirmar dicho comportamiento; ademas, segun la reduccion de soélidos totales en
el permeado, no era de esperar un aumento de azucares. En el estudio realizado
por Oliveira et al. (2016) se obtuvo un aumento de azlcares en el retenido
mientras que en el realizado por Chhaya et al. (2008) se dio una leve reduccion
en el permeado, indicando que los azlcares atraviesan en su mayoria la
membrana (ambas de 0,2 pum al igual que la empleada en la presente

investigacion).

Por ultimo, el indice de oscurecimiento presentd un aumento en el retenido
del microfiltrado con respecto al filtrado (extracto alimentado al microfiltrador).
Este método quimico determina la presencia de antocianinas poliméricas
(antocianinas que condensaron con otros compuestos fendlicos), ya que, éstas
no presentan un pronunciado cambio reversible de color con variaciones del pH,
lo cual, es una caracteristica de las antocianinas monomeéricas (Wrolstad et al.,
2005). También este analisis determina la presencia de compuestos oscuros,
producto de reacciones de pardeamiento enzimatico y no enziméatico, asi como
otros compuestos polifendlicos y, ademas, la presencia de enzimas endbdgenas
como peroxidasa y polifenoloxidasa que ocasionan la degradacion de
antocianinas (Wrolstad et al.,, 2005; Ariza, 2011). En el presente caso la
eliminacion de compuestos oscuros resulta de suma importancia, ya que, implica

la separacion de enzimas endogenas que no fueron eliminadas durante el
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proceso de escaldado previo y que, por lo tanto, al ser retirados en el retenido

aumentaria la estabilidad del extracto durante el almacenamiento.

En una investigacion realizada por Jampani et al. (2014) se estudi6 la
purificacion de antocianinas presentes en jambul o jambolan (Syzygium cumini
L.) mediante métodos adsorbentes y encontraron una reduccion significativa en
el indice de oscurecimiento en el extracto purificado, similares resultados a lo
encontrado en el presente estudio, ya que al aumentar el indice de
oscurecimiento en el retenido se espera una reduccion del mismo en el permeado

microfiltrado (a pesar de no haber sido cuantificado).

Con respecto al FRV (fraccion de reduccién volumétrica) se alcanzd un
valor de 10, en el estudio realizado por Oliveira et al. (2016) se obtuvo 5,7; por lo
tanto, en el presente estudio se logré una mayor retencion en esta etapa, lo cual
es importante ya que, permite que el permeado obtenido posea un bajo contenido
de solidos evitando la colmatacion de la membrana en procesos posteriores. Los
flujos de permeado durante el proceso de microfiltracion no se midieron, sin
embargo, el monitoreo de los flujos permite observar la colmatacién de la

membrana con el avance del proceso de filtrado.

5.1.2 Efecto de la ultrafiltracion sobre el extracto de broza de café
Después de la microfiltracion se procedié a realizar la ultrafiltracion del

permeado microfiltrado. Se hicieron 3 corridas diferentes de ultrafiltracion, de las
cuales se promediaron los resultados de las variables respuestas ya que, como
ya se menciono, en el proceso de microfiltracion se emple6 un unico lote, para
poder compararlos. A continuacién en la Figura 17 se muestran los resultados
del retenido y el permeado del proceso de ultrafiltracién. Debido a que para la
microfiltracion se contaba con una Unica repeticion y para la ultrafiltracién se

realizaron tres repeticiones, no fue posible realizar andlisis estadistico.
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Permeado microfiltrado

........................................

: Solidos totales (%): 4,0+ 0,3 :
i Acidez (%): 1,22 £ 0,02 i
i Glucosa (g/100 g): 14 £ 2 !
! Fructosa (9/100 g): 16+ 2 :
i Sacarosa(g/100g): 11£3 i

.......................................

1
Antocianinas (mg/100 g): 5127

. - Permeado . gg|idos totales (%): 2,6 £0,4 !
Ultrafiltracion —— Acidez (%): 0,88 + 0,06 :
FRV=2 ; Glucosa (g/100g): 12+ 8 i
i Fructosa (g/100 g): 18 £ 5 ;
1 - + .
l Retenido | Sacarosa(g/00g):3+2 |
i Variables respuesta :

| E——— - —_———

: Antocianinas (mg/100g) : 148 £ 18 :
i Solidos totales (%): 4,9+ 0,4 i
i Acidez (%): 1,5+ 0,2 :
; Glucosa (g/100 g): 14+ 3 i

Fructosa (g/100 g): 193
Sacarosa (g/100 g): 15+ 3

Figura 17. Efecto de la ultrafiltracién sobre el contenido de antocianinas, sélidos
totales, azUcares totales y acido citrico de un extracto de broza de café medidos
en el retenido y el permeado. *Los resultados de antocianinas estan expresados como
equivalentes de mg cianidina 3-rutindsido/100 g extracto. Los resultados de azlcares y
antocianinas estan expresados en base seca. Valores de UF expresados como
promedios * intervalos de confianza, con n=3 y nivel de confianza del 5%. Los valores

en negrita son los que presentaron mayor variacion.

Con respecto al contenido de antocianinas, se puede observar que se da
un aumento de las mismas; es decir, el retenido ultrafiltrado experimento un
proceso de concentracion de antocianinas, debido a que el peso molecular de la
cianidina 3-rutinésido es mayor al poder de corte (MWCO) de la membrana, de
aca radica la importancia de la eleccién de la misma. Sin embargo, existen otros
factores como consideraciones estéricas, interacciones entre solutos y solutos
con la membrana, asi como condiciones de operacion (principalmente la presion
transmembranaria) que también pueden interferir en los procesos de membranas
(Conidi et al., 2017).

Similares resultados fueron encontrados por Cissé et al. (2011) en un
extracto de rosa de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) donde se probaron varias
membranas y se encontré6 una alta retencion de antocianinas (delpinin-3-
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xilosilglucosido). Ademas, Conidi y otros (2017), en un estudio realizado en
granada real, encontraron retenciones mayores al 80% de antocianinas en todas
las membranas de ultrafiltracion evaluadas. Mas adelante se mostraran los

porcentajes de retencion de las diferentes etapas del proceso membranario.

Se debe de tomar en consideracion que el proceso membranario se llevé
a cabo de forma discontinua y, ademas, entre el proceso de microfiltracion y
ultrafiltracion la muestra fue congelada y descongelada, lo cual podria ocasionar
degradacion de las antocianinas, al igual que pudo reducir la capacidad
antioxidante debido a reacciones de oxidacion (Oliveira et al., 2016). El proceso
no fue realizado de forma continua debido a limitaciones de tiempo, esto podria
evitarse al usar equipos de tipo industrial, con un area de filtracibn mas amplia,
que permita mayores flujos. Sin embargo, a pesar de esto, se observaria un

aumento de la concentracion de antocianinas en el retenido.

Por otra parte, el contenido de soélidos totales presento un ligero aumento
entre el extracto alimentado y el retenido ultrafiltrado, lo cual se puede deber al
efecto de concentracion de antocianinas y azlcares como se vera mas adelante.
En los estudios realizados, por Vergara et al. (2014) en la fruta del cactus
(Opuntia ficus-indica) y por Mirsaeedghazi y otros (2010) en jugo de granada real
(Punica granatum L.), se observé una reduccion del contenido de sélidos en el
permeado después de la ultrafiltracidén y fue asociada a una reduccién de sélidos

solubles.

La acidez de los extractos presentd una leve concentracion durante el
ultrafiltrado, al igual que los azlUcares. Se puede observar que la fructosa y la
sacarosa aumentaron con el proceso membranario, sin embargo, se se
encuentran dentro de los intervalos de confianza, por lo que no se puede
asegurar que hayan diferencias entre ambos. Era de esperar que los azlicares y
el &cido citrico, al poseer un peso molecular menor a las antocianinas,
atravesaran la membrana; sin embargo, este comportamiento se puede deber a

una adsorcion de solutos en la membrana, que ocasiona una reduccion de los
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poros efectivos, favoreciendo la concentracion de las antocianinas pero también

de las moléculas de menor tamafio (Couto et al., 2011).

5.1.3 Efecto de diafiltracion sobre el contenido de azucares,
acidos y antocianinas del extracto de broza de café
Se realizaron tres repeticiones de las etapas de UF y DF, por lo que si fue

posible realizar el andlisis estadistico. A continuacion en el Cuadro lll, se muestra
el efecto del proceso de diafiltracion sobre el contenido de antocianinas, sélidos
totales, acidez y contenido de azUcares en el retenido de la ultrafiltracion de un
extracto de broza de café clarificado. Cabe resaltar que durante la etapa de
diafiltracion se emple6 solamente un diavolumen, al utilizar mayores
diavolimenes se puede alcanzar mayor purificacién del extracto con respecto a
las antocianinas.

Cuadro Ill. Comparacion de azucares, antocianinas, humedad y acidez promedio

de las muestras del retenido de los extractos de broza UF y UF-DF por medio de
una t-Student.

Fructosa Glucosa Sacarosa

(g/100 g (g/100 g (g/100 g

materia materia materia Antocianinas
seca) seca) seca)

Proceso Humedad (%) Acidez (%)

UF 19+3a 14+3a 15+3a 148+19a 950+0,3a 15+0,2a

UF-DF 16+3b 12+*9a 14+*3a 186+5b 96,6x08b 1,1+0,2Db

Las letras diferentes, en la misma columna, implican diferencias significativas (p<0,05).
Los resultados de antocianinas estan expresados como mg de cianidina 3- rutindsido en
100 g de muestra en base seca. Los resultados son los promedios de las repeticiones +
intervalo de confianza, con n=3 y un nivel de confianza de 5%.

Se puede observar en el Cuadro lll, que se encontraron diferencias
significativas en el contenido de cianidina 3-rutindsido (p=0,001) (ver Cuadro A2)
siendo mayor el contenido en el retenido diafiltrado. Dicho comportamiento se
debe a la purificacién que permite la diafiltracién, al separar moléculas de menor
peso molecular de las macromoléculas, lo que aumentd los rendimientos
(Yasdanshenas et al., 2005). Similares resultados fueron encontrados por Oliveira
et al. (2016) y Chaparro et al. (2016) ambos en la purificacién de carotenoides,
donde encontraron que la diafiltracion permite obtener extractos mas

concentrados, pero ademas, mas puros.
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Cabe resaltar que en la presente investigacion se empled solamente un
diavolumen en la etapa de diafiltracion por limitaciones del equipo, pero, al
emplear mayores diavolimenes es posible alcanzar una mayor purificacién del
extracto y, por lo tanto, un mayor contenido de antocianinas, que podrian mejorar,

ademas, la coloracion del producto en polvo.

Ademas, (ver Cuadro Ill) los contenidos de fructosa, glucosa y sacarosa
presentaron reducciones durante el proceso de diafiltracion, tal y como se
deseaba. Sin embargo, solamente la fructosa presento diferencias significativas
(p=0,018). Este resultado se puede deber al mayor peso molecular de la sacarosa
con respecto a la glucosa y fructosa y que, por lo tanto, por consideraciones

estéricas impiden el paso de la molécula (sacarosa) a través de la membrana.

La reduccion de acidez, estadisticamente significativa (p=0,003), se
relaciond con lo previamente discutido acerca de la reduccién de compuestos de
menor peso molecular, que permite la purificacion durante la etapa de
diafiltracion. Esta reduccion de la acidez puede significar un aspecto positivo en
la calidad del producto deshidratado, ya que, puede resultar en un polvo menos
acido y, por lo tanto, causar menor impacto en el sabor del alimento en el cual se
adicione. Debido a la reduccion de acidez y de azucares por la purificacion, al
adicionar un volumen de agua, que ademas, redujo la viscosidad mejorando la
eficiencia del proceso (Oliveira et al., 2016), se dio un aumento de la humedad

(p<0,001) y, por lo tanto, reduccion de solidos.

Con respecto al FRV (fraccién de reduccion volumétrica) se alcanzé un
valor de 2; en otras investigaciones, por ejemplo, Conidi et al. (2017) en granada
real logro un valor de 4,8, es decir, que alcanzé una mayor concentracion que en
el presente estudio. Por limitaciones del equipo, no se obtuvo una mayor
concentracién, sin embargo, al ampliar el FRV y por lo tanto concentrar mas el
extracto y aumentar el contenido de antocianinas; se puede obtener un producto

en polvo con una coloracién mas intensa.
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5.1.4 Efecto del secado por atomizacién sobre el rendimiento, la
densidad “bulk”, el color y las antocianinas de un extracto de

broza de café sometido a procesos de membrana
En el Cuadro IV se muestran los resultados de las diferentes variables

respuesta evaluadas en polvos obtenidos de los extractos previamente
ultrafiltrados y ultrafiltrados -diafiltrados con su respectivo analisis estadistico.

Cuadro IV. Rendimiento, densidad “bulk”, cianidina 3-rutinésido (en base seca),
humedad, h® y C promedio de las muestras UF o UF-DF y secadas por
atomizacion (SA).

Proceso Rendimiento Densidad Antocia- Humedad h () cC*
masico “bulk” ninas (%)
(%) (9/mL)
UF 8,43 a 0,41+0,01a 143+x10a 21+04a 13x3a 22+1a
UF-DF- 9,67 b 0,38+0,08a 184+24b 16+06b 11+3a 193+09b
SA

Las letras diferentes, en la misma columna, implican diferencias significativas (p<0,05).
Los resultados de antocianinas estan expresados como mg de cianidina 3- rutinésido en
100 g de muestra en base seca Los resultados son los promedios de las repeticiones +
intervalo de confianza, con n=3 y un nivel de confianza de 5%.

Se puede observar en el Cuadro IV que el proceso de diafiltracion tuvo un
efecto en el aumento del rendimiento en la etapa de secado y estas diferencias,
fueron significativas estadisticamente (p=0,029) (Ver el ANDEVA en Cuadro A3
en anexos). EI aumento en el rendimiento se debid, a que, al disminuir el
contenido de azucares en el extracto (principalmente fructosa como se discutio
previamente), se redujeron los problemas de pegajosidad, que ocasionaron que
gran parte de la muestra se quedara depositada en la camara de secado producto
de la baja temperatura de transicion vitrea de los azucares y acidos (Keshani et
al., 2015). En otras investigaciones obtuvieron rendimientos entre un rango de 45
a 82%, sin embargo, emplearon concentraciones de 8 a 16% de maltodextrina,
con diferentes DE (Fazaeli et al., 2012).

Por otra parte, la adicion de maltodextrina se ha visto que puede alterar la
superficie pegajosa de las moléculas de bajo peso molecular y facilitar el proceso
de secado (Young et al., 2007). Es por esto, que la combinacion del proceso de

membranas y la adicion de maltodextrina permitieron mejores resultados en la
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calidad del polvo final, asi como, un mayor rendimiento por menores pérdidas en
el secador. Las fotografias de la camara de secado presentes en el Cuadro V
permiten observar, como al aplicar el proceso de secado del extracto ultrafiltrado
y del extracto diafiltrado, las pérdidas de polvo en el secador fueron mayores en
el extracto ultrafiltrado, resultando en menores rendimientos de la etapa de

secado.
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Cuadro V. Evaluacion cualitativa del efecto del diafiltrado sobre el secado de un
extracto de broza de café con tres repeticiones.

Repeticion Ultrafiltrado Diafiltrado
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Con respecto al contenido de antocianinas, se encontraron diferencias
significativas (p=0,002) entre el polvo del extracto ultrafiltrado y el polvo del
extracto diafiltrado, siendo mayor el contenido de antocianinas en el polvo
previamente diafiltrado; lo cual era de esperar pues el extracto diafiltrado tenia
un mayor contenido de antocianinas. Sin embargo, tal y como se muestra en la
Figura 18, la retencién de antocianinas fue mayor en el extracto previamente
ultrafiltrado y diafiltrado; lo cual quiere decir que la reduccion del contenido de
azucares favorecio la retencion de antocianinas durante el secado. Esto se debe
a que la presencia de azlcares o productos de la degradacién de azlcares pudo
acelerar la degradacion de antocianinas. EI furfural, derivado de las
aldopentosas, asi como el hidroximetilfurfural, derivado de las cetohexosas, son
productos de la reaccion de Maillard que condensan junto con las antocianinas
dejando como resultado la formacién de compuestos con coloracion café, pero
ademas la reduccion de dichos pigmentos. Esta reaccidn es altamente
dependiente de la temperatura, pero ademas es acelerada por la presencia de

oxigeno (Tonon et al., 2008).

Por otra parte, los porcentajes de retencion de cianidina 3-rutindsido
mayores al 90% se pueden deber a la adicion de maltodextrina, ya que, se ha
observado que dicho polimero tiene la capacidad de proteger compuestos
sensibles a la temperatura, debido a que forma una fina capa protectora (Aguiar
et al., 2016). En un estudio realizado por Lao & Giusti (2017) se observo que el
contenido de maltodextrina presentd un efecto significativo en la retencion,
llamado rendimiento por los autores, de cianidina 3- glucosido
independientemente de la matriz, confirmando la tendencia observada en el
presente estudio. En el estudio de Lao & Giusti (2017) se encontraron porcentajes
de retencion cerca del 90% al usar un 5% de maltodextrina, al emplear
concentraciones mayores (8% ) en el presente estudio se pudo alcanzar mayor

preservacion de antocianinas.
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El contenido de humedad también present6 diferencias significativas (p=
0,030) en el producto en polvo segun el proceso de membranas aplicado
previamente, siendo mayor en el producto no diafiltrado. Es decir, que el mayor
contenido de moléculas de bajo peso molecular, como azlcares y acidos,
ocasiona polvos mas humedos, lo cual se puede deber a problemas del secado
de las gotitas en vista de que estos compuestos de bajo peso molecular, al tener
una baja temperatura de transicion vitrea tienden a generar polvos con alta
pegajosidad, asi como, que pueden formar la corteza mas lentamente y, por lo
tanto, formar aglomeraciones al colisionar entre si dificultando el secado.
Ademas, una mayor concentracion de soélidos favorece la formacion de gotitas
mas grandes que, al tener una menor area superficial en contacto con el medio

de calentamiento, ocasionan particulas mas humedas (Goula, 2015).

Con respecto a los parametros de color se puede observar, en el Cuadro
IV, que se encontraron diferencias para la cromaticidad o pureza (C) (p=0,003)
siendo menor el valor C* en el producto deshidratado previamente diafiltrado.
Esto a pesar, de que se esperaba que este parametro, que indica la pureza o
saturacion del color, fuera mayor en el polvo del extracto diafiltrado, pues
presentd un menor contenido de sélidos de bajo peso molecular, y por lo tanto,

era mas puro.

Este comportamiento se puede deber a que la eliminacién de compuestos
de bajo peso molecular, ocasion6 una variacién en la composicion de la matriz
de forma tal, que la estabilidad de las antocianinas se ve afectada.
Principalmente, por la reduccién de acido, que se dio con la etapa de diafiltracion,
y que como es bien sabido, influye directamente en la estabilidad y coloracion de

las antocianinas (Ariza, 2011; Quirés, 2014).

Ademas, con respecto al angulo de tono (h°) no se encontraron diferencias
entre los extractos ultrafiltrados o diafiltrados secos, pero ambos valores se
encuentran por debajo de 15, lo cual indica que eran polvos rojizos, debido a la
alta concentracion de antocianinas. En el estudio realizado por Pessanha et al.

(2016), en un polvo de granada, se observaron mejores caracteristicas de color
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en aquellas muestras con mayor contenido de antocianinas. Ademas,
encontraron valores de h° cercanos a 12, dichos autores consideran que el polvo
contiene una coloracién atractiva a pesar de no poseer un color rojizo profundo,

y que puede ser empleado como sustituto de colorantes.

Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas en la densidad
“bulk” producto del proceso membranario. Una mayor concentracion de sélidos
en el fluido alimentado en el secador ocasiona un incremento en el tamafo de
particula del producto en polvo (Goula, 2015), lo cual a su vez se espera que
ocasione una reduccion en la densidad “bulk”, de manera que se obtendria una
menor densidad “bulk” en el extracto no diafiltrado. Sin embargo, los resultados
obtenidos no siguieron dicha tendencia, lo cual se pudo deber a problemas de la
medicion, ya que, por el método empleado el producto tendia a pegarse en las

paredes del recipiente dificultando la medicion.

En la Figura 18 se muestra un resumen de los diferentes procesos tanto
de membranas como de secado por atomizacién con el fin de conocer los
porcentajes de retencion de antocianinas, fructosa, glucosa y sacarosa en la
etapa de membranas y de antocianinas en el secado por atomizacion y, asi ver

el efecto global del proceso aplicado al extracto de broza de café.
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Figura 18. Porcentajes de retencion de cianidina 3-rutindsido y azucares de las
diferentes etapas del proceso membranario y de secado por atomizacion en el
retenido a través de las membranas y el producto seco.

En la Figura 18 se puede observar que con respecto a los azlcares la
sacarosa presento6 la mayor retencion tanto en la etapa de ultrafiltracién como de
diafiltracion. Este comportamiento se puede deber a las diferencias en el peso
molecular, asi como, consideraciones estéricas. Por su parte, la retencion de
fructosa fue la menor en todas las etapas membranarias. Cabe rescatar, que la
retencidon de azucares en la etapa de diafiltracion es menor que en la etapa de
ultrafiltracion, de manera que el uso de dicho proceso permite reducir el contenido

de azlcares, tal como se deseaba.

Con respecto a la retencion de antocianinas, se presentd el menor valor
durante la microfiltracion pues esta es una etapa de clarificacion, donde se
esperaba una baja retencién. Durante la ultrafiltracion y la diafiltracion se da una
alta retencion de las mismas, siendo mayor en la etapa de diafiltracion. Este
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comportamiento se puede deber a un proceso de concentracion que se pudo ver
favorecido por una colmatacion de la membrana, esto, porque las etapas de
ultrafiltracién y diafiltracidn se realizaron con la misma membrana, por lo que, los
poros efectivos se pueden ver reducidos como parte del proceso, interacciones
entre solutos, asi como de los solutos con la membrana; de manera que se

favorece la retencion de antocianinas.

Durante el secado por atomizacion, la mayor retencion se presenté en el
polvo ultrafiltrado y diafiltrado, es decir, que la reduccion de azlcares y otras
moléculas de bajo peso molecular evitan la degradacién de las antocianinas

durante el secado tal y como se discutio previamente.

Por otra parte, algunas variables respuesta no presentaron diferencias
significativas en los procesos de UF/DF y secado por atomizacion, por lo que, se
calculd la potencia del andlisis realizado, las probabilidades y el nimero de
muestras necesarias para encontrar diferencias, como se muestra en el Cuadro

A 4 (ver anexos).

Se puede observar en el Cuadro A 4 (en anexos) que todas las variables
respuestas que no presentaron diferencias significativas, tenian un niumero de
potencia bajo. EI nUmero de potencia esta asociado al error tipo Il, el cual es la
probabilidad de aceptar la hipétesis nula cuando es falsa, es decir, aceptar que
no hay diferencias cuando realmente si las hay (Montgomery, 2004). Lo ideal es
contar con numeros de potencia altos, ya que, indican que la probabilidad de
cometer dicho error es baja. Sin embargo, en el presente estudio los valores
fueron bajos y fue por ello que se determind el nimero de muestra necesario para
encontrar diferencias, fijando un namero de potencia de 0,8. En los anexos
(Cuadro A 4) se observa que los niumeros de muestra necesarios para encontrar
diferencias significativas eran muy altos, especialmente para la cianidina 3-
rutindsido, en el extracto diafiltrado que fue sometido al secado por atomizacion.
Por lo tanto, los procesos necesarios para tratar de determinar diferencias hacen
gue sea insustentable. Es probable que los resultados se deban a problemas en

la cuantificacion y a las diferencias en las desviaciones estandar (Ver anexos
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Cuadro A3 y Cuadro A5) entre los tratamientos. Por ejemplo en el caso de la
densidad “bulk” la medicidon es muy empirica por lo que alguna diferencia en la

medicion puede ocasionar grandes diferencias en el resultado.

En la Figura 19 se muestra una fotografia del extracto seco de broza de
café diafiltrado reconstituido en agua (2 g en 25 mL de agua destilada), en la que
se puede observar un color intenso, asi como una completa solubilidad en agua.
Lao & Giusti (2017) evaluaron el color de los productos ricos en antocianinas al
diluirlos en agua, ya que, mencionan que un buen color del polvo no garantiza un
color satisfactorio al disolver en agua, siendo muy importante la solubilidad del
mismo. A pesar, de que en el presente estudio no se evalu6 el color en las
muestras rehidratadas, la Figura 19 muestra el color rojo intenso indicando la

capacidad de coloracion del polvo obtenido.

Figura 19. Fotografia del polvo de extracto de broza de café, diafiltrado y secado
por atomizacion, reconstituido en agua.

El WSI o indice de solubilidad en agua es un parametro importante, ya
gue, describe el comportamiento de un producto en polvo en agua, y se relaciona
con el hecho de que para los consumidores una rapida y completa reconstitucion
del producto es una de las principales caracteristicas de calidad (Jafari et al.,
2017). Es por esta razén que fue un parametro a determinar; sin embargo, al
realizar la medicion, los polvos se reconstituyeron completamente y no fue

posible obtener un supernatante que se pudiera separar y secar. Por lo tanto, se
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puede decir que el polvo obtenido tiene una solubilidad del 100% (ver Figura 19).
En el estudio realizado por Jafari et al. (2017) se encontré que ni la temperatura
ni los niveles de maltodextrina influyeron significativamente en la solubilidad de
un polvo de granada real, y fue asociado a la alta solubilidad de la maltodextrina.
Otros autores han asociados la solubilidad de los polvos con el tamafo de las
particulas; el uso de altas temperaturas ocasiona particulas mas grandes, ya que,
la evaporacion es mas rapida. Las particulas grandes presentan mas tendencia
a hundirse mientras que si las particulas son pequefas tienden mas a flotar vy,

por lo tanto, no se hidratan (Fazaeli et al., 2012).

En la Figura 20 se muestra una fotografia del extracto seco reconstituido
en agua que se intentd secar para determinar el indice de solubilidad en agua;
es decir, el polvo se disolvié en agua y posteriormente dicha agua se evaporé
para determinar cuanto solido permanecia. Sin embargo, se puede observar, por
el contenido de azucares de la muestra, que ésta tendié a caramelizarse y no

alcanz6 masa constante en la estufa.

Figura 20. Polvo de extracto de broza de café luego del procedimiento para
determinar WSI.

A pesar de que en la presente investigacion no se evalud la estabilidad del
polvo a lo largo del tiempo, en el estudio realizado por Vergara et al. (2014) se
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observé que el polvo del extracto de la fruta del cactus (Opuntia ficus-indica) que
fue previamente ultrafiltrado, tuvo una mayor estabilidad a lo largo del tiempo.
Esto fue asociado a que el mayor contenido de azucares en la pulpa (sin
ultrafiltrar) aumenta la higroscopicidad del polvo y, por lo tanto, puede aumentar
durante el almacenamiento el agua disponible para reacciones. Por lo tanto, es
de esperar que el polvo previamente ultrafiltrado y diafiltrado tenga una mayor
estabilidad durante el almacenamiento. El A,, y otros parametros relacionados
con la estabilidad del producto en polvo obtenido no se cuantificaron, ya que, no

formaban parte de los objetivos del proyecto.

Por otra parte, en el estudio realizado por Villalta (2016) sobre la
estabilidad del extracto de broza de café deshidratado, se encontré6 que se
formaban mohos y levaduras en el alimento al cual se agregaba el colorante, por
lo que, se considera que en el presente estudio la estabilidad microbiolégica pudo
haber aumentado, ya que, los procesos de membranas, han sido asociados a la
reduccion microbioldgica, ya que, los microorganismos pueden ser retenidos por
la membrana. Sin embargo, el proceso no fue realizado asépticamente; por lo
que pudo presentarse recontaminacion, principalmente de mohos del ambiente,

gue pueden sobrevivir a bajas actividades de agua.

5.2  Optimizacion del secado por atomizacion de un extracto de
broza de café sometidos a procesos membranarios

5.2.1 Resultados de la Superficie de Respuesta
A continuacion en el Cuadro VI se muestran los resultados de las variables

respuesta medidas en polvos secados por atomizacion bajo diferentes
condiciones, para estudiar el efecto de la temperatura de entrada al secador, la
concentraciéon de maltodextrina y el flujo de alimentacion sobre la calidad del

producto final.
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Cuadro VI. Promedios de las variables respuesta, que definen la calidad del
producto final, para la optimizacion del secado por atomizacion de un extracto de
broza de café

Variables Independientes Variables respuesta
Numero .
d‘?d Temperatura mzi?g(;:ex Flujo Rendimiento nglsj'lifd ho Humedad Antocianin
corrida (°C) _trina (%) (mL/min) (%) (g/mL) (%) as*
1 (-1) (-1) (0) 8,75 0,28 10,16 2,5 164,4
2 (+1) (-1) (0) 0,70 0,30 49,86 2,0 32,4
3 (-1) (+1) (0) 10,17 0,45 13,06 2,6 176,5
4 (+1) (+1) (0) 9,89 0,39 14,23 1,2 168,5
5 (-1 (0) (-1) 7,67 0,43 12,26 1,0 166,3
6 (+1) (0) (-1 5,27 0,32 25,19 0,9 144.6
7 (-1) (0) (+1) 7,78 0,37 10,51 1,2 168,6
8 (+1) (0) (+1) 6,36 0,31 12,52 0,9 161,3
9 (0) (-1) (-1 2,16 0,27 48,49 1,8 29,1
10 (0) (+1) (-1) 7,02 0,42 16,15 0,6 161,7
11 (0) (-1) (+1) 3,22 0,30 12,41 2,6 155,4
12 (0) (+1) (+1) 8,14 0,40 10,87 15 169,9
13 (0) (0) (0) 7,92 0,34 11,53 2,3 162,9
14 (0) (0) (0) 7,52 0,34 11,56 2,3 157,8
15 (0) (0) (0) 7,39 0,39 11,66 1,8 160,6

*Los resultados de antocianinas estan expresados como equivalentes de
cianidina 3- rutinésido/ 100 g extracto en bs.

Se puede observar que algunas condiciones disminuyeron
apreciablemente el rendimiento y el contenido de antocianinas, ademas de
aumentar el angulo de tono. La densidad “bulk” y la humedad no cambiaron
apreciablemente.

5.2.2 Aplicacion del modelo de superficie de respuesta

Para la optimizacion del proceso de secado de un extracto de broza de
café se empled la metodologia de superficie de respuesta aplicando el disefio de
Box- Behnken (DBB). Los parametros de ajuste de los modelos generados para
las variables respuesta fueron el coeficiente de determinacion (R?), el coeficiente
de determinacién ajustado (R? — adj), probabilidad del modelo, probabilidad del
modelo cuadratico y probabilidad de falta de ajuste (psq) Yy Sse muestran a

continuacion en el Cuadro VII .
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Cuadro VII. Parametros de ajuste (utilizando minimos cuadrados) de los modelos
generados mediante la superficie de respuesta asociada a la optimizacion del
secado por atomizacion de un extracto de broza de café.

Variable R? R? — adj p del p del p falta de
respuesta modelo modelo ajuste
cuadratico
Rendimiento  0,9725  0,9505 0,0022 0,0215 0,0787
Densidad 0,8998 0,8196 0,0458 0,9577 0,4883
“Bulk”
he 0,9268  0,8682 0,0224 0,1643 <0,001°
L* 0,9290 0,8722 0,0209 0,1272 0,0565
of 0,9272  0,8689 0,0221 0,3673 0,6045
Humedad 0,8399  0,7118 0,1257 0,0696 0,2269
Cianidina 3- 0,8950 0,8110 0,0508 0,2538 0,0058°
rutinésido

° Variables que presentaron falta de ajuste (p<0,05).

Un modelo es considerado satisfactorio cuando es significativo (p<0,05) y
la falta de ajuste es no significativa (p>0,05); sin embargo, obtener un modelo
significativo no necesariamente explica correctamente la variacion en los datos.
Por lo tanto, también es necesario evaluar los graficos de residuos, el coeficiente
de determinacion y el coeficiente de determinacion ajustado que representan la

varianza explicada por el modelo (Vera et al., 2014).

Algunas de las variables de mayor importancia, como el contenido de
cianidina 3-rutindsido, presentaron falta de ajuste, la cual es una prueba
importante ya que indica si las respuestas observadas y las predichas por el
modelo se desvian mucho entre si (Montgomery, 2004). La falta de ajuste,
ademas, mide la dispersion de los datos del modelo ajustado; cuando un modelo
no esta ajustado el analisis mostrara una falta de ajuste significativo y eso indica
qgue el modelo no es adecuado para tomar decisiones, es decir, para realizar
predicciones (Chidiebere & Okon, 2016).

Se ha observado que la adicién de términos no significativos en el modelo
reduce la potencia del disefio; por lo tanto, la reduccion del mismo ayuda a

mejorar el modelo estimado y el ajuste (Chidiebere & Okon, 2016). De manera
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que los valores de R?, R? —adj y la probabilidad de falta de ajuste no se ven
influenciados por aquellos parametros no significativos en la ecuacion. Lo anterior
se debe a que el R? es una medida de la cantidad de reduccion en la variabilidad
y que se obtiene al utilizar las variables de regresion x,, x,, x5.... x;, en el modelo;
sin embargo, cada vez que se agrega una variable al modelo, el R? aumenta
independientemente si es significativo o no. Por el contrario, el R? — adj no se ve
afectado si se agregan mas variables al modelo, es mas si se agregan términos
innecesarios el valor disminuird. Ademas, al agregar una variable no importante
al modelo, se puede incrementar el cuadrado medio del error, reduciéndose asi

la utilidad del modelo (Montgomery, 2004).

En el Cuadro VIII se muestran los resultados de los pardmetros
estadisticos de las diferentes variables para el modelo reducido, utilizando una
regresion por minimos cuadrados.

Cuadro VIII. Parametros de ajuste de los modelos generados mediante la

superficie de respuesta asociada a la optimizacion del secado por atomizacion
de un extracto de broza de café, para el modelo reducido.

Variable R? R? pdel pfaltade Coeficiente Aleato-

respuesta —adj modelo ajuste de riedad
variacion (residuos)

(%)
Rendimiento  0,9702 0,9405 <0,0001 0,1185 9,99 Aleatorio
Densidad 0,8723 0,7767 0,0032 0,6314 7,66 Aleatorio
“Bulk”

ho 0,8175 0,6351 0,0330 <0,0001° 44,09 Aleatorio
L*+ 0,8703 0,7730 0,0034 0,0612 4,50 Aleatorio
C*+ 0,9017 0,8281 0,0012 0,7149 3,28 Aleatorio

Humedad+ 0,8377 0,6754 0,0229  0,3446 23,29 Aleatorio

Cianidina 3- 0,6839 0,5574 0,0140 0,8673 21,01 Aleatorio
rutinésido

+Variables que no se consideraron para la optimizacién. ° Variables que

presentaron falta de ajuste (p<0,05).

Se puede observar que al eliminar términos del modelo la falta de ajuste
se vio mejorada (p>0,05) a excepcion de la variable h°, la cual siguié presentando

falta de ajuste. Por otra parte, los valores de R? y R? — adj se encuentran muy
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cercanos entre si, y segun lo mencionado previamente, es lo deseado ya que
indica que no se incluyeron valores no significativos. Sin embargo, algunas
variables presentan valores bajos (menores a 0,8), principalmente cianidina-3-
rutindsido. Bas y Boyaci (2007) mencionan que el coeficiente de determinacion
(R?) por si solo, no es una medida de la exactitud del modelo, y un valor de
R? elevado no necesariamente implica que el modelo de regresion es bueno. Por
lo tanto, un modelo puede permitir buenas predicciones a pesar de no poseer un
R? muy elevado, de ahi la importancia de realizar una evaluacion o validacion del

modelo.

Otro aspecto importante que debe considerarse, en un modelo de
superficie de respuesta, es la distribucion residual donde se espera que
presenten tanto aleatoriedad (no presentar patrones), asi como una distribucién
normal, lo cual es una condicion béasica para la validez de un andlisis de varianza
(Vera et al., 2014), ya que si un modelo esta bien ajustado el grafico de residuos
presentara una distribucion tipo normal (Almeida et al., 2008). Como se puede
observar en el Cuadro VIl todas las variables presentaron aleatoriedad en los
residuos; en los anexos (Cuadro A6) se muestran los gréaficos de residuos para

las diferentes variables respuesta usadas para la optimizacion.

A continuacion en la Figura 21 se muestra un analisis de componentes
principales el cual se realizd, para observar si era posible que la falta de ajuste y
los bajos coeficientes de determinacion se debieran a pocas diferencias

encontradas entre los diferentes tratamientos.
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Figura 21. Andlisis de componentes principales para evaluar la variabilidad (la
discriminacion) entre tratamientos con base en las variables respuesta en la
superficie de respuesta. Las muestras 1 a 4 y de 13 a 15 usaron un flujo de 3,6 mL/min,
de 5, 6, 9y 10 un flujo de 1,5 mL/min las muestras 7, 8,11 y 12 un flujo de 5,7 mL/min.
Las muestras 1, 2, 9 y 11 se realizaron con un 3% de maltodextrina, las muestras 5 a 8
y 13 a 15 un 5,5% y las muestras 3, 4, 10 y 12 un 8% de maltodextrina. Las muestras 1,
3,5y 7sesecaronal25°C;las2,4,6y8al60°Cylas9al5al42°C.

En la Figura 21 se puede observar que los diferentes puntos (que
representan los tratamientos de la superficie de respuesta) se encuentran poco
distribuidos a lo largo del eje x, el cual es el componente principal que explica la
mayor variabilidad. Dicha distribucion indicé que existia poca variabilidad entre
los resultados de las variables respuesta producto de los diferentes tratamientos.
Los tratamientos 2 y 9 fueron los Unicos que no se distribuyeron de igual manera
gue el resto de las muestras, pues en estos puntos se usé la menor concentracion
de maltodextrina (3%) y altas temperaturas (160 y 142 °C respectivamente), asi
como bajos flujos de alimentacion (3,6 y 1,5 mL/min respectivamente), lo cual
ocasiond que la muestra se pegara al secador generando rendimientos bajos, al
igual que un menor contenido de antocianinas y mayor h°. Estos resultados se
pueden observar en la Figura 21 donde los vectores de h° y contenido de
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cianidina 3-rutinésido se encuentran en cuadrantes opuestos, es decir, que al

disminuir el contenido de antocianinas se dio un aumento del angulo de tonalidad.

En los disefios de superficie de respuesta es importante la variabilidad y
un amplio rango de circunstancias a apreciar, ya que, entre mayores condiciones
sean evaluadas mejor es el modelo, es decir, se pueden realizar mejores
predicciones, y con mas confianza. La variable respuesta “densidad bulk” se
encontro alineada al eje y, y fue a lo largo de este eje que se distribuyeron mejor
las muestras. La variable h® se encontré opuesta al rendimiento y a la cianidina
3-rutindsido a lo largo del eje x. Las diferencias en las muestras fueron pequefias
y localizadas en el centro del mapa, a excepcion de las muestras 2 y 9 distribuidas
en la parte central, lo que indicé que los diferentes tratamientos aplicados
permiten la obtencion de polvos de color rojo y con mayor cantidad de

antocianinas que los tratamientos 2 y 9.

En el presente estudio se empled un rango de condiciones que permitian
el secado del extracto con buenos resultados, principalmente en el caso del flujo
y la temperatura. EI maximo de temperatura utilizada fue de 160 °C, la cual se
habia utilizado en investigaciones previas por Quirés (2014) y Ariza (2011) y
habia sido elegida mediante revision bibliografica por presentar buenos
resultados. Por ejemplo, en el estudio realizado por Ersus & Yurgadel (2007), se
evaluaron tres temperaturas: 160, 180 y 200 °C y se observo que a 160 °C el

contenido de antocianinas fue significativamente mayor.

Por lo tanto, las condiciones de temperaturas utilizadas no eran extremas
y no representaron mayores diferencias en el contenido de cianidina 3-rutinésido
ni otros parametros de importancia como el color, excepto para la combinacion
de las temperaturas mas altas con bajas concentraciones de maltodextrina, tal y
como ya se menciond. Por consiguiente las condiciones elegidas, en general,
generaron productos similares, con excepcion de las combinaciones de
condiciones en las que el producto se quemo, ocasionando poca variabilidad y

problemas en el ajuste del modelo.
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A continuacion, los modelos generados se presentan mediante las
ecuaciones de la 12 a la 15, para las cuatro variables respuesta consideradas en
la optimizacién. Para la eleccion de los términos de los modelos se mantuvieron
los interceptos y se fueron eliminando o agregando términos, por medio de
minimos cuadrados, de manera que se mejorara el ajuste y los valores de R? y
R? — adjustado fueran lo mas cercanos posible, asi como que los residuos no
presentaran patrones y siguieran una distribucion normal. Se intent6 aplicar el
método de “stepwise” tipo “backward”, es decir, eliminar aquellos términos que
no eran significativos; sin embargo, en algunos casos, los términos significativos
eran muy pocos Yy los valores predichos se desviaban o suministraban valores sin
sentido (negativos). Se escogieron los modelos que permitieron tener mayor
probabilidad del modelo, R? y R? — ajustado y que no tuvieran falta de ajuste.
En los anexos (Cuadro A7) se encuentran los valores de las probabilidades de

los diferentes coeficientes para cada variable respuesta.

YVrendimiento: 88,7—1,0+T—3,7+Cn mal+2,7+F+2,4x10~3+T2 (12)
—0,1xCn mal?—0,3xF2+4,0x10~2+T*Cn mal
YRutinésido: 668,16—5,09+xT—36,50+xCn mal—4,50+xCn mal?+40,7+«T+Cn mal (13)
Yhe: —41,0-0,2+T—12,9+Cn mal—6,33+F+4,9x10~3%T2—1,4+xCn mal®—0,4+F2 (14)
YDensidad: 0,40—3,8x103+T—0,1xCn mal—3,6x10"3xF+1,7x10~5+T2—8,9x10~*+Cn mal? (15)

—4,6x10"4+T*Cn mal

5.2.3 Optimizacioén del proceso de secado por atomizacion
A continuacién, se muestran los graficos tanto en tercera dimensién como

de contorno de las diferentes variables respuestamconsideradas en la
optimizacion del secado por atomizacion de un extracto de broza de café. Los
gréficos se realizaron en funcién de la concentracion de maltodextrina y de la
temperatura de entrada al secado, sin considerar el flujo, ya que este parametro

no fue significativo para ninguna de las variables respuesta, lo cual fue asociado
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principalmente a que las concentraciones de maltodextrina al ser relativamente
bajas no interfirieron en la viscosidad de los extractos ni en el flujo de

alimentacion.

Con respecto al rendimiento, se puede observar en la Figura 22 que los
mayores rendimientos se alcanzaron a mayores concentraciones de
maltodextrina; lo cual es de esperar, ya que, la maltodextrina aporté la mayor
parte de la materia seca a la mezcla alimentada en el secador. De igual manera,
se ha observado que los recubrimientos tienden a formar una capa protectora
sobre las gotitas, asi como, aumentar la temperatura de transicion vitrea que, a
su vez, reduce la pegajosidad del producto y, por lo tanto, disminuye la cantidad
de polvo adherido a las paredes aumentando la cantidad de producto obtenido
(Peng et al., 2013). En el estudio realizado por Tonon et al. (2008) en Acai
(Euterpe oleracea Mart.) , se observé que un aumento de maltodextrina ocasiond
una reduccién del rendimiento; debido a un aumento de la viscosidad del fluido
alimentado, que puede afectar la formacién de las gotas pero, ademas, un mayor
contenido de solidos en la mezcla aumenta la cantidad de sélidos disponibles al
chocar con las paredes y pegarse. Sin embargo, en dicho estudio se emplearon
concentraciones de maltodextrina entre 10-30%. En la presente investigacion no
se presentd ese efecto, posiblemente por usar concentraciones bajas de

maltodextrina (3-8%).

En el estudio realizado por Young et al. (2007) se sec6 un extracto de
sandia sin maltodextrina, obteniendo un producto sumamente pegajoso, el cual
fue depositado en su mayoria en la camara de secado. Por el contrario, al usar 3
y 5% de maltodextrina las pérdidas en el secador fueron menores, aumentando

los rendimientos y reduciendo la pegajosidad.
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Figura 22. Superficie de respuesta tridimensional (a) y de contorno (b) del

rendimiento del polvo en funcién de la temperatura de entrada y la concentracion
de maltodextrina en el secado por atomizacion.

Por otra parte, se puede observar que cuando la temperatura de entrada
aumentaba se daba una reduccion en el rendimiento principalmente a
concentraciones bajas de maltodextrina (menos de 5%). Contrariamente en un
estudio realizado por Fazaeli et al. (2012) en mora negra (Morus nigra) se
encontré que el rendimiento aumento al aumentar la temperatura, y fue atribuido
a una mayor rapidez en la evaporacion del agua, lo que evita que cuando las
particulas choquen contra la pared del secador se adhieran a ella. Sin embargo,
es posible que las diferencias en los resultados se deban a que concentraciones
bajas de maltodextrina no permitieron un aumento tal de la temperatura de

transicion vitrea que evite la pegajosidad y adherencia a la cAmara de secado en
el presente estudio.

El flujo de alimentacion no fue significativo en la variable rendimiento (ni

en ninguna), sin embargo, en el estudio realizado por Tonon et al. (2008) un
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mayor flujo ocasioné un menor rendimiento y se asocio a una transferencia de

masa y de calor mas lento.

Por otra parte con respecto a la densidad “bulk” que vari6 de 0,27 a 0,45
g/mL se puede observar que la concentracion de maltodextrina fue la que generé
una mayor variacion de dicha variable respuesta (Ver Figura 23); un aumento de
la concentracion de maltodextrina ocasioné un aumento de la densidad “bulk”.
Resultados opuestos fueron hallados por Fazaeli et al. (2012) donde la densidad
“bulk” presentd un rango de 0,35 a 0,55 g/mL y un aumento de la concentracién
de maltodextrina caus6 una reduccion en la densidad bulk y fue asociado a una
menor humedad inicial; ya que, al aumentar el contenido del acarreador en el
fluido alimentado se liga mas agua y, por lo tanto, el agua que debe de ser

evaporada €S menor.

Por otra parte, un aumento de la temperatura ocasion6 una reduccion de
la densidad, y puede ser asociado a un mayor gradiente de temperatura entre el
liquido alimentado y el medio de secado; convirtiendo la evaporacion en un
proceso mas rapido, que a su vez, ocasiona que el producto final posea particulas
mas grandes por procesos de expansion, asi como, mas poroso y con una
estructura mas fragmentada por una menor contraccion, aumentando la
solubilidad (Tonon et al., 2011; Fazaeli et al., 2012).
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Figura 23. Superficie de respuesta tridimensional (a) y de contorno (b) de la
densidad “bulk” del polvo en funcién de la temperatura de entrada y la
concentraciéon de maltodextrina en el secado por atomizacion.

Valores altos de densidad “bulk, que segun los resultados obtenidos por
Fazaeli et al. (2012) una densidad “bulk” de 0,55 g/mL puede ser considerada
alta, han sido asociados con valores mas altos de humedad ya que al tener mas
humedad las particulas son mas pesadas. Una menor densidad “bulk”, por su
parte, implica mas aire ocluido dentro de los polvos, y, por lo tanto, una mayor
tendencia a la oxidacion y menor estabilidad durante el almacenamiento (Ferrari
et al., 2012 ). Sin embargo, Fazaeli et al. (2012) en su estudio asociaron la baja
densidad “bulk” con una alta solubilidad, ya que si las particulas son grandes
presentan mas espacio entre ellas y son mas facilmente penetradas por el agua.
Ferrari et al. (2012) observaron que, si las particulas son mas pequefias de 50

pUm, estas presentan una pobre reconstitucion.

En el analisis del color el parametro h°, el cual esta relacionado con la
tonalidad misma, se buscé un minimo pues las tonalidades rojizas tienen valores
de h° bajos (Pessanha et al., 2016), y el objetivo de la investigacion era conservar
el color propio de la baya de café. Se puede observar en la Figura 24 que las

altas temperaturas favorecen la pérdida de compuestos rojizos, es decir, se da
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un aumento del h°. Santhalakshmy et al. (2015), encontraron que en los polvos
de jambul o jambolan (Syzygium cumini) secados con temperaturas de entrada
entre 140-160 °C ocasionaron valores de h° més altos, lo cual asociaron a la
degradacion de antocianinas, pigmentos encargados de la coloracion rojiza, por

las altas temperaturas.

hO

e

Temperabara (*C)

hﬂ

(a) (b)

Figura 24. Superficie de respuesta tridimensional (a) y de contorno (b) de la
tonalidad (h°) del polvo en funcibn de la temperatura de entrada y la
concentraciéon de maltodextrina en el secado por atomizacion.

Con respecto al contenido de recubrimiento las concentraciones bajas
(menos de 4) y altas (mas de 8) de maltodextrina, también, favorecen altos
valores de h°. Lo cual se puede deber, en el caso de las bajas concentraciones,
a una mayor degradacion debido a un menor efecto encapsulador, y en el caso
de mayor contenido de maltodextrina a un efecto de dilucion de los pigmentos
(Pessana et al., 2016). Se puede observar que cuando las concentraciones
fueron mayores a 6% se conservo valores de tonalidad por debajo de un angulo
de 20.

Mishra et al. (2014) evaluaron concentraciones de maltodexrina de 3, 5, 7
y 9% y temperaturas de entrada de 125, 150, 175 y 200 °C en amla (Emblica
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officinalis) y observaron que con mayor concentracion de maltodextrina y mayor
temperatura de entrada los valores de h° fueron mayores; debido a que el secado
por atomizacion aumenta el area superficial ocasionando una rapida oxidacién
de los pigmentos, similares resultados fueron observados en la presente
investigaciéon donde las altas temperaturas y mayores concentraciones de
maltodextrina ocasionaron mayor angulo de tono. Por otra parte, en el estudio
realizado por Lao & Giusti (2017) encontraron que ni la temperatura de entrada
ni la concentracion de maltodextrina tuvieron efecto sobre el valor h® en un polvo

de maiz morado.

En la Figura 25 se puede observar que cuando la concentracion de
maltodextrina fue baja (cerca de 4%) al aumentar la temperatura de entrada se
dio una reduccion en el contenido de cianidina-3-rutinosido mas evidente. Sin
embargo, cuando la concentracion de maltodextrina fue mayor, el aumento de
temperatura ocasion6 pocos cambios, lo cual confirm6 la importancia del
acarreador en el proceso de encapsulacién de las antocianinas, de manera tal
que, un aumento de la temperatura no ocasiona degradacion, pues los
compuestos sensibles se encuentran encapsulados y protegidos. En el estudio
que realizd Tonon et al. (2008) en acai (Euterpe oleraceae Mart.) y Jafari et al.
(2017) en granada (Punica granatum L.) observaron que al aumentar la
temperatura de entrada en acai en un rango de 138-202 °C y en granada en un
rango de 124-143 °C, también se da una mayor pérdida de antocianinas debido
a la sensibilidad de las mismas a la temperatura, asi como a reacciones de

oxidacion.
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Figura 25. Superficie de respuesta tridimensional (a) y de contorno (b) de la
concentracién de cianidina 3- rutindsido en el polvo en funcion de la temperatura
de entrada y la concentracion de maltodextrina en el secado por atomizacion.

En general, se ha observado que las altas temperaturas en el secado por
atomizacion indujeron a una mayor degradacion de antocianinas; sin embargo,
esta pérdida puede ser considerada baja comparada con otros tratamientos
térmicos convencionales, ya que, los compuestos funcionales son expuestos solo
por un periodo muy corto de tiempo en la camara de secado (Pessana et al.,
2016). No obstante, se debe tener en consideracién que si la temperatura de
entrada es muy baja el contenido de humedad del polvo final puede ser mayor vy,
por lo tanto, la vida util del producto puede verse comprometida durante el
almacenamiento. Sin embargo, segun los resultados del Cuadro VI se puede
observar que la humedad no presentd mayores variaciones en las condiciones
evaluadas.

Dentro de los principales resultados de la investigacion se puede destacar
gue la concentracion de maltodextrina presentd un mayor efecto en la
preservacion de antocianinas, concordando con los resultados encontrados por
Jafari et al. (2017) en un jugo de granada y Lao & Giusti (2017) en un polvo de

maiz morado. Estos autores evaluaron el efecto tanto de la temperatura de
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entrada como de la concentracion de maltodextrina y encontraron que la
maltodextrina presentd el mayor efecto en la retencibn o rendimiento de
antocianinas. Sin embargo, se ha reportado un efecto mas pronunciado de la
temperatura sobre los pigmentos; por ejemplo Tonon et al. (2008) hallaron que
una mayor temperatura de entrada ocasioné una mayor pérdida de antocianinas
en acai debido a la sensibilidad de éstas a la temperatura. Dichas diferencias se
pueden deber a la aplicacion de temperaturas mucho mas altas a las empleadas
en la presente investigacion, las cuales si permitieron ver mayor efecto en la

reducciéon de antocianinas con el calor.

Lao & Giusti (2017) encontraron que cuando la concentracion de
maltodextrina fue de 2% la retencion de antocianinas fue significativamente
menor que con valores de 5y 10%, lo cual refleja que una cierta cantidad de
recubrimiento debe ser adicionado para mejorar la eficiencia del secado y el

rendimiento de antocianinas.

La adicion de maltodextrina, ademas, de ser importante por el efecto
encapsulador de compuestos sensibles, también es un ayudante de secado. Esto
dado que evita que el producto en polvo se pegue en las paredes del secador,

aumentando los rendimientos, tal y como se discutio previamente.

5.2.4 Eleccién de las condiciones 6ptimas
Con el fin de elegir las condiciones 6ptimas para el proceso de secado por

atomizacion se emplearon tanto el analisis candnico como los gréficos de
contorno (ver Cuadro A9 y Figura 26). Al ser un analisis multivariado se debié
tomar en consideracion todas las variables respuesta. Sin embargo, se presto
mayor importancia a las variables: concentracion de cianidina 3-rutindsido y color
(h°), ya que, fueron las variables que estaban mas relacionadas con la obtencion
de un polvo rico en antocianinas, que era el principal objetivo de la presente
investigacion. Ademas, se considerd un rendimiento aceptable (mayor a 10%) ya

qgue un proceso con un rendimiento muy bajo es econémicamente insustentable.

Para determinar las condiciones éptimas se tomo el andlisis canonico, el

cual permiti6 obtener los valores criticos, es decir, donde las variables eran
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maximas o minimas de acuerdo a lo requerido, como referencia, y posteriormente
usando esto como una guia, se evaludé el comportamiento de cada variable
respuesta en dichas condiciones. Como muestra el andlisis candnico (ver
Cuadro A9 en anexos) los escenarios considerados como 6ptimos cambiaban
mucho de una variable respuesta a otra, y al observar los graficos de contorno
las mejores condiciones para una variable respuesta no lo eran para otra. Por

ello, se decidi6 dar prioridad a los graficos de contorno y las tendencias
mostradas.

También en el Cuadro A9 (en anexos) se muestra que las variables
respuesta presentaron una forma de punto critico (o estacionario) de silla de
montar, esto es un punto de inflexion entre un maximo relativo y un minimo
relativo. Si el proposito es obtener un maximo o un minimo de la respuesta
estudiada, segun Almeida et al. (2008) las coordenadas de silla de montar no
indican los valores Optimos, sin embargo, a través de una inspeccién visual de
los graficos se puede encontrar una region 6ptima.
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Figura 26. Grafico de contorno de las superficies de respuesta del rendimiento,
tonalidad (h°) y de la concentracion de cianidina 3-rutindésico en el polvo en
funcion de la temperatura de entrada y la concentracion de maltodextrina.

Por lo tanto, de una forma visual se empleé los graficos de contorno para
elegir las condiciones 6ptimas, ya que, al observar la Figura 26 la concentracion
de cianidina 3-rutinésido y de angulo de tono (h°) existia un rango de condiciones
de temperatura y concentracion de maltodextrina en las cuales las variables

respuesta tenian un resultado aceptable. Se tomé en cuenta las condiciones de
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estudios previos (Ariza, 2011; Quirds, 2014) donde se us6 una concentracion de
maltodextrina de 8% y una temperatura de entrada 160 °C y que ocasionaba
dilucion del color y posible degradacion térmica por la sensibilidad de las
antocianinas al calor, por lo que las condiciones seleccionadas serian menores a

éstas usadas anteriormente.

Las condiciones consideradas como Optimas fueron: temperatura de

entrada de X, concentracién de maltodextrina de y y un flujo de alimentacion de
Y. En un estudio realizado por Young et al. (2007) la concentracion de 5% de

maltodextrina aportd las mejores caracteristicas, resultados similares se
obtuvieron en la presente investigacion, en la cual un 5,5% de maltodextrina
permitié obtener un polvo con un alto contenido de antocianinas (mas de 150 mg
cianidina 3-rutindsido), un buen color (h® menor a 15) y rendimiento aceptable

(cercano a 10%).

En un estudio realizado por Santhalakshmy et al. (2015) encontraron que
las mejores condiciones de secado en jambul o jambulan (Syzygium cumini)
corresponde a una temperatura de140 °C (siendo ésta la temperatura de secado
evaluada mas baja) y se observé que un aumento de temperatura favorecio la
produccion de un polvo mas brillante y con una coloracion menos purpura. Es
decir, que el uso de bajas temperaturas, al igual que en la presente investigacion,

favorecio la obtencién de un polvo con una coloracion mas intensa.

5.2.5 Verificacion de los modelos
Luego de elegir las condiciones Optimas se llevo a cabo tres repeticiones

del secado del extracto de broza de café bajo dichas condiciones; esto con el fin
de evaluar el modelo, es decir, comparar los valores predichos con respecto los

obtenidos experimentalmente.

El secado se realizé en dos extractos codificados como: Turrialba-agosto
2016 y Zarcero-marzo 2016. Esto debido a que todos los tratamientos de la
superficie de respuesta, y la respectiva validacion se realizaron a partir de un
anico lote de broza de café durante el pico de la cosecha del inicio del 2016 en

la zona de Alajuela, Zarcero. Se sabe que las antocianas sufren reacciones de
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degradacion durante el almacenamiento y que, por lo tanto, lo ideal es
almacenarlas a muy bajas temperaturas para disminuir la velocidad de reaccion.
Fue por esa razon que se almacend el extracto a -80 °C. Sin embargo, en
investigaciones anteriores se observd que luego de 2-3 meses de
almacenamiento el extracto sufria degradaciones y variaciones de color. Por ello,
se adquirié un lote de broza de café de la zona de Turrialba, ya que, no fue posible
obtenerlo de la zona de Zarcero pues el café es un producto de temporada. Sin
embargo, tanto por la zona geografica como por la época del afio, la broza
recolectada era de una calidad menor y fue necesario hacer una seleccion

exhaustiva de los granos rojos y en buen estado.

Existen dos tendencias con respecto a la validacion, una indica que es
recomendable utilizar la muestra que se uso para hacer el modelo de la superficie
de respuesta en la validacion y ademas, incluir otras muestras para ver cOmo se
comporta. La segunda tendencia indica que se recomienda realizar el proceso de
validacién Unicamente con la misma muestra con la que se realizaron los ensayos
del modelo de optimizacién, esto con el fin de disminuir las fuentes de error, asi
como, no introducir factores externos que puedan atribuir diferencias entre los
valores predichos por el modelo y los obtenidos de forma experimental (Bas &
Boyaci 2007, Abas,2008). Debido a estas razones se tomé la decision de llevar
a cabo la validacion con ambos extractos, y poder comparar, asi como evaluar,

de una mejor manera el modelo.

A continuacion en el Cuadro IX se muestran los resultados de las
diferentes variables respuestas predichas por el modelo generado y las obtenidas

experimentalmente en ambos extractos.
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Cuadro IX. Resultados predichos por el modelo y obtenidos experimentalmente
de las variables respuestas usadas en la optimizacion del secado de un extracto
de broza de café para validar el modelo.

Variable Valores Valores obtenidos
predichos Zarcero- marzo Turrialba-

2016 agosto 2016

Rendimiento (%) 8,32 7,81 (x0,19)* 7,36 (x0,19)
Densidad “Bulk” 0,70 0,34 (+0,02) 0,36 (+0,02)

(9/mL)
ho 7,83 9,34 (+1,33) 20,87 (+x0,33)
Cianidina 3- rutinésido
(mg/ 100g bs) 169 128 (£8) 71 (£8)

*Los valores entre paréntesis son los intervalos confianza. Para un n=3 y un nivel de
confianza del 5%.

En general, como se muestra en el Cuadro IX, los valores obtenidos
usando el extracto de Zarcero presentaron mayor similitud con lo predicho por el
modelo; por lo tanto, haber utilizado la misma materia prima permitio llegar a una
validacion del proceso. El producto en polvo obtenido de la zona de Turrialba
presentd valores cercanos a los predicho por el modelo en rendimiento y
densidad “bulk”, sin embargo, el contenido de cianidina 3-rutindsido y he difirieron
con lo esperado. Sin embargo, el café al ser obtenido de una zona y calidad
diferente puede contener menos antocianinas y, por lo tanto, generar un polvo
con menos cianidina 3-rutinésido y mayor h°. De esta forma, se validé que la
calidad del café influye, estando mas alejado de lo predicho el café de menor
calidad, y que el modelo predice valores de café similar al que se usé para

generarlo.

El contenido de cianidina 3-rutinésido fue mayor en el producto en polvo
del extracto obtenido de la zona de Zarcero, que en el obtenido de la zona de
Turrialba, por lo que es probable que el contenido de antocianinas difiera de una
zona a otra, ya que se encuentran a alturas y condiciones climatoldgicas
diferentes. A pesar de que no se han realizado estudios sobre las diferencias en
el contenido de estos compuestos fendlicos en café, segun Kammerer (2016) el
contenido de antocianinas puede cambiar entre variedades de frutas o vegetales

ya que se puede ver afectado por genes, irradiacion solar, temperatura y factores
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agrondmicos. Ademas, cabe rescatar que visualmente el extracto de la broza de

café de la zona de Turrialba era de una coloracién menos rojiza que la de Zarcero.

Los resultados de antocianinas concuerdan con los resultados de
tonalidad, ya que, se puede observar que el extracto de la zona de Zarcero
presento valores mas bajos de h°, lo cual esta asociado con coloraciones rojizas
(Pessana et al., 2016). Pero, ademas, también fue el polvo con un mayor
contenido de antocianinas, esto es de esperarse, ya que las antocianinas son
pigmentos solubles encargados de las coloraciones rojas (Prata & Oliveira,
2007). Similares resultados fueron encontrados por Jiménez et al. (2011) quienes
asociaron directamente la coloracion rojiza con el contenido de antocianinas en
el secado de ardndanos. Por otro lado, el contenido menor medido con respecto
al predicho puede deberse a que realmente hubo pérdida de antocianinas,
aunque en muy poca cantidad, durante el almacenamiento en congelacion a -80

°C por 5 meses.

Es interesante destacar que, a pesar de que los resultados del modelo de
regresion generaron valores de R? y R? ajustado relativamente bajos (menos de
0,8) para la medicion de antocianinas, la prediccion de esta variable se puede
considerar cercana a lo esperado. Esto confirma la observacion de Bas y Boyaci
(2007) quienes mencionan que el coeficiente de determinaciéon (R?) por si solo,
no es una medida de la exactitud del modelo, y un valor de R? elevado no

necesariamente implica que el modelo de regresion es bueno.

La variable respuesta que presenté mayor variacion, con lo que predijo el
modelo, fue la densidad “bulk”; sin embargo el valor predicho fue mas alto que
todos los resultados obtenidos experimentalmente en los diferentes puntos de la
superficie de respuesta. La medicién de la densidad “bulk” es bastante empirica
ya que depende de la forma que se compacte el polvo en la probeta. Los

resultados por si mismos son variables aun usando una misma muestra.

Por otra parte, los resultados de rendimientos también se encontraban por
debajo de lo predicho por el modelo; sin embargo, fueron valores muy cercanos.

Al realizar un experimento confirmatorio lo ideal es que los valores obtenidos se
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encuentren dentro del intervalo de confianza, de manera que las predicciones
realizadas con el modelo sean confiables. A pesar de que los valores obtenidos
experimentalmente no se encontraban dentro del intervalo de confianza para
ninguna de las variables respuesta, los valores fueron bastante cercanos a pesar
de los valores relativamente bajos de R? y R? — adj, tal y como se menciond

anteriormente.

La investigacion permitio obtener un producto en polvo a partir de broza
de café con una buena solubilidad y coloracion al disolver en agua. Es una
propuesta atractiva para dar un uso a la broza de café, subproducto de la
actividad cafetalera del pais. Las tecnologias de membranas y de secado por
atomizacion son factibles de aplicar en el pais, y a pesar de poseer costos
elevados de equipamiento presentan bajo costo de operacion y permiten obtener
un producto en polvo de buena calidad, que responde a las necesidades del
consumidor a nivel mundial, sobre todo en la reduccion del uso de colorantes
artificiales. Con respecto a las investigaciones previas, los contenidos de
antocianinas son mayores que los reportados en el estudio realizado por Ariza
(2011), en el que, no fue aplicada la etapa de escaldado que favorece la retencion
de antocianinas, debido a la menor degradacion por accion de las enzimas. Con
respecto a Quirds (2014), los valores de h° son mayores a los encontrado por
este autor, por lo tanto, los polvos son menos rojizos; sin embargo, estan dentro
del rango de rojo puro (-15° y 15°). Los resultados diferentes se pueden deber a
diferentes tiempos de congelacién y almacenamiento del extracto y al café
recolectado, que pudo ser mas maduro que el usado en esta investigacion y a
que el tiempo que tardd el extracto sin secarse en la presente investigacion
produjo reduccion de cianidina 3-rutindésido comparada con la investigacion de

Quirds (2014) en la cual el extracto era secado inmediatamente.
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VI.

Conclusiones

La microfiltracion preservo el contenido de cianidina 3-rutindsido,
produjo reduccion de sélidos y de acidez y un posible aumento de
azucares en base seca en el permeado que presentd purificacion, asi
como un aumento del indice de oscurecimiento en el retenido que
significo la retencidon de compuestos oscuros en dicha etapa.

Durante el proceso de ultrafiltracion el retenido presenté un aumento
en el contenido de cianidina 3-rutindsido, de soélidos totales, de acidez,
de fructosa y sacarosa, mientras que la glucosa se mantuvo constante;
con respecto al extracto microfiltrado.

La etapa de diafiltracién permitié una purificacion del extracto al reducir
el contenido de fructosa y sacarosa, de acidos y de sélidos, asi, como
retener las antocianinas.

La etapa de diafiltracion permitio la posterior obtencion de un polvo rico
en cianidina 3-rutinésido y con mayor rendimiento comparado con el
polvo del extracto ultrafiltrado.

El color no presenté una relacion directa con el contenido de
antocianinas, solamente la pureza presentd diferencias significativas,
siendo mayor en el extracto ultrafiltrado en polvo.

El producto en polvo presento altos porcentajes de retencién (mayores
del 90%) de antocianinas durante el secado, independientemente del
proceso membranario previo.

Los productos en polvo presentaron una completa reconstitucion en
agua.

El flujo de alimentacién no presenté un efecto significativo para ninguna
de las variables respuesta, debido probablemente a que se varié en un
ambito muy pequefio.

A mayor concentracion de maltodextrina mayor rendimiento, para una
reduccion de la pegajosidad, mientras que un aumento de la

temperatura de entrada redujo el rendimiento, contrario a lo esperado.
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Las altas temperaturas de secado incrementaron las pérdidas de
cianidina 3-rutindsido, asi como de color (valores de h® mayores),
principalmente cuando se empleaban concentraciones de 4% u 8% de
maltodextrina.

La concentracion de maltodextrina presentd la mayor influencia en la
preservacion de cianidina 3-rutinésido, independientemente de la
temperatura de entrada al secador y del flujo de alimentacion, debido
al efecto de encapsulacion.

Los modelos obtenidos mediante la metodologia de la superficie de
respuesta no permiten un buen ajuste de las variables respuesta, lo
cual se debe a que los ensayos fueron realizados bajo condiciones
poco extremas, principalmente de temperatura, por lo que se presento
poca variabilidad entre los resultados.

Las condiciones de secado, que permiten obtener un polvo de broza
de café rico en antocianinas, fueron una temperatura de entrada de
135 °C, una concentracion de maltodextrina de 5,5% y un flujo de 4
mL/min.

Los resultados de cianidina 3-rutindsido, color y rendimiento del
extracto obtenido de la zona de Zarcero presentaron valores mas
cercanos a lo predicho por el modelo, sin embargo, no se encontraron

dentro de los intervalos de confianza.
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VII.

Recomendaciones

Realizar un ensayo tipo “screening” o tamizado el cual permite identificar
las variables independientes, para seleccionar los niveles. Esta elecciéon
es de suma importancia, ya que, la aplicacion de la superficie de respuesta
estara directamente relacionada a la eleccion de estos niveles y si son
elegidos errbneamente la optimizacioén fracasara.

Realizar los ensayos empleando condiciones extremas, principalmente
de temperatura, por ejemplo de 220 °C que es la temperatura maxima del
secador, con el fin de mejorar los parametros de ajuste del modelo,
tomando en consideracion la posible degradacion de las antocianinas por
las altas temperaturas.

Realizar los ensayos de validacion con la misma materia prima con la cual
se realizaron los diferentes tratamientos de la superficie de respuesta, sin
gue hayan sido almacenados por varios meses.

Almacenar los extractos a -80 °C y por pocos meses para evitar
reacciones de degradacion de las antocianinas.

Realizar el proceso de membranas en forma continua para evitar congelar
y descongelar el producto, ademas emplear condiciones asépticas para
asegurar una mayor vida util del producto, y evitar una posterior
recontaminacién microbioldgica.

Evaluar y optimizar otras condiciones de proceso de ultrafiltracion vy
diafiltracion (variando temperatura, presion transmembranaria y velocidad
tangencial) con el fin de estudiar el impacto sobre el contenido de
antocianinas y parametros de color en el extracto de broza de café.

Realizar el proceso de ultrafiltracion a mayor FRV para asi obtener un
extracto mas concentrado.

Realizar el proceso de diafiltracion con mayores diavolimenes para
obtener un extracto con mayor pureza con respecto a las antocianinas.

Realizar un andlisis de costos y la viabilidad econdmica del proceso.
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Evaluar la vida util del polvo, asi como su aplicacion como colorante en

diferentes alimentos.
Evaluar la calidad microbioldgica del producto.

Valorar posibles usos de la usa broza generada en la etapa de filtracion.
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IX. Anexos

Cuadro Al. Anadlisis cuantitativo de los extractos ultrafiltrados (FRV=2) con
diferentes tipos de membranas para seleccionar la membrana mas apta para el
proceso de ultrafiltracion.

Membra- Variable respuesta
na ' (mg Fructosa Glucosa Sacarosa Acidez Humedad
cianidina-3-  (g/100g)  (9/100g) (9/100 g) (%) (%)
rutinésido/L)
NF270
10,80 + 10,4 +
94 +6 0.08 06 95+0,5 1,9+0,2 92605
Nadir
NPO10 70+ 3 245 +0,8 24 +1 19+2 1,37 £0,01 94+1
Nadir ) i ) i i
NPO30 -
GK 143 +5 14+1 11+1 17,3+0,8 1,00+0,01 96,2+0,2

*Los resultados de azucares y antocianinas estan expresados en base seca.

6000000

°
5000000 y = 36429 + 1081,3
R? = 0,9985
.
4000000 )
-
S 3000000
= .
2000000
)
1000000 Pt
o
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Cianidina 3-rutindsido (ppm)

Figura A 1. Curva de calibracion de la cianidina 3-rutinésido utilizada para la
determinacién por HPLC de esta antocianina en los extractos en polvo de la
seccion 1. Se utilizé 5 mL de muestra para inyectar en el HPLC.
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Retenido ultrafilfrado

i Variables respuesta J'_ Repehcron 1 i Repet.'cronZ Repetlc.‘on3 i
i

e e S S Pt

! °Antocianinas (mg/100g) 153+ 4 | 139+7 1} 15112 i
: Sélidos totales (%) Y4910, } 51+01 1 48+01 !
i Acidez (%):1,53 i 1,53:0,02 | 164002 ) 1464007 |
; Glucosa (g/100 g) ; 14+2 | 15 £1 H 134 i
i Fructosa (g/100 g) i 1811 : 20 2 : 2041 :
! Sacarosa (g/100 g) L 151 -{ 16 £1 H 14 +1 H
l i Vanabfes respuesta | Repeticion 1 P Repetﬂcmn? E Repettcton 3
Permeado ,.-.e..----"-"""""---..---J_._._._.-,-.-.-. —————— - -I
! C®Antocianinas (mg/100g) ! 49+5 § 45+2 1 48+ 4
Diafiltracion | - Sélidos totales (%) ! 1,409 g 1,7+08 g 1,720/
i Acidez (%) i 0,58+005 § 0,63+0,02 ; 0,57+0,03
) : Glucosa (g/100 g) : 10+2 § 2+4 1 5+3
l Retenido ; Fructosa (g/100 g) i 18+£2 g 134 § 1Mz 2
: Sacarosa (g/100 g) -l 11 15 3t4 1 2+1

i Varlabn‘es respuesta H Repeticion 1 [ Reper.'cron 2 Repetﬁc} 3 :
: °Antocianinas (mg/100 g) : 186+3 § 184%3 1 188%10 |
i Sélidos totales (%) | 36202 g 3421 ! 346:+008 |
i Acidez (%) i 1,072003 § 1,16£0,01 ; 1,03+0,02 |
: Glucosa (g/100 g) : 13+2 § 15+2 H 8+4 i
i Fructosa (g/100 g) P 15%2 § 171 1 1543 ;
: Sacarosa(gHDDg) L 1611 i 14+3 H 1313 i

Figura A 2. Efecto de la diafiltracion sobre el contenido de antocianinas, sélidos
totales, azucares totales y acido citrico del retenido de la ultrafiltracion de un
extracto de broza de café. *Los resultados de antocianinas estan expresados como
equivalentes de mg cianidina 3-rutindsido/100 g extracto. Los resultados de azlcares y
antocianinas estan expresados en base seca. Valores expresados como promedios *
intervalos de confianza, con n=3 y nivel de confianza del 5%.

Secado por atomizacion

Retenido ulfrafiltrado Retenido diafiltrado
l .

- _Va;fabies re_sp(;esr_a T Repenmdn 1 i Repé_r:'c;(_jn Eg Reperrcuon3 {7 Varlables respuesta 1\ _e;:-éncn‘)n 2 triéeipén’c;o}l 3
[F— . e Tirizan) - 0
i 'Rendimiento (%) E 8,16 E 8,18 H 8,91 b Rendimiento (%) | : 9,25 f 9,89
! °Antocianinas (mg/100g) | 143+4 : 13943 2 148 +5 ! °Antocianinas (mg/100 g) I :. 186+10 ! 192+16
! Humedad(%) ' 1,9+0,2 E 22402 3 22:+06 ! Humedad(%) | 3 +0, .: 1.8+0,4 P 17+05

C 1 21,5+£05 { 2217+0085 21,2:04 | Cc l 190409 & 192+04 , 19,7+0,5
i He H 132 5 11,8102 2 14+1 . : He I 131 i 102+086 ! 12 £1 i
i Densidad “bulk” (/mL) | 0,40+0,02 ! 041 & 0,02 z 0 42 +0,01 ! Densndad bu\k (g!mL) | 0,34+001 & D 40 j: 0, 02 g 0,39 +£0,07
L a2t beimimimim mmimimimidiaiminimie el L T T SO Y |

Figura A 3. Caracteristicas fisico-quimicas de los polvos obtenidos después del
secado para evaluar el efecto del proceso ultrafiltracion y diafiltracion en la
calidad del producto final. *Los resultados de antocianinas estan expresados como
equivalentes de mg cianidina 3-rutindsido/100 g extracto en base seca. Valores
expresados como promedios * intervalos de confianza, con n=3 y nivel de confianza del
5%.
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Retenido ultrafiltrado

i Variables respuesta ! Repeticion 1 i Repetfc.ron 2 i Repeticion 3 !
' °Ant00|an|nas(mg/1009) 153+4 ' 139+7 i 151+ 2 i
l -ttt mrm - Lo -

! Variables respuesta i Repeticion 1 ' Repet.rc.ronZ 5 Repetfc;onS '

T b e e E T T L o s B e R e )

' °Antocianinas (mg/100 g) 'L 143+ 4 : 139+ 3 E 148+5 i
............................... -
Figura A 4. Resultados del extracto ultrafiltrado antes y después del proceso de
secado para evaluar el efecto sobre las antocianinas. *Los resultados de
antocianinas estan expresados como equivalentes de mg cianidina 3-rutindsido/100 g
extracto en base seca.

Retenido diafiltrado

' Variablesrespuesta ! Repeticion 1 ' Repet.rc,'on 2 5 Repeticion 3 !

S bommm e o .l;.. RSy

! °Antocianina (mg/100g) * 186+ 3 ! 184+3 + 188 +10 i

e i e i e m—r——————— e L e e ==t I a

Secado por atomizacion

i Variables respuesta i Repeticion 1 ' Repettcron 2 Repetfcron 3 4'
S S e o r s - .. mmmmmm r L RN NE NN NF A o N
' °Antocianinas (mg/100 g) 'L 174+11 V18610 i 192416
) PR e e e = F 1

Figura A 5. Resultados del extracto diafiltrado antes y después del proceso de
secado para evaluar el efecto sobre las antocianinas. *Los resultados de
antocianinas estan expresados como mg cianidina 3-rutindsido/100 g extracto en base
seca.
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Cuadro A2. Media, desviacion estandar, grados de libertad y valor de t producto

de la comparacion de medias entre los extractos ultrafiltrados y diafiltrados.

_ Media Desv. t p
Variable Estandar Observado Critico
fructosa | diafiltrado 15,667 1,155 -3,889 2,776 0,018
fructosa | ultrafiltrado 19,333 1,155
glucosa | diafiltrado 12,000 3,606 -0,926 2,776 0,407
glucosa | ultrafiltrado 14,000 1,000
sacarosa | diafitrado ~ 14:333 1,528 -0,632 2,776 0,561
sacarosa | ultrafiltrado 15,000 1,000
antocianinas | 186,000 2,000 8,478 2,776 0,001
diafiltrado
antocianinas | 147,667 7,572
ultrafiltrado
humedad | diafiltrado 96493 0117 14,223 2,776 0,000
humedad | ultrafiltrado 95,037 0,133
acidez | diafiltrado 1,090 0,072 -6,459 2,776 0,003
1,533 0,095

acidez | ultrafiltrado
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Cuadro A3. Media, desviacion estandar, grados de libertad y valor de t producto
de la comparacion de medias entre los polvos de extractos previamente
ultrafiltrados y diafiltrados.

t

Variable Media '?i;?iscva; GL .
Observado Critico p

rendimiento | diafiltrado 9,667 0,404 3738 2,776 0,020

rendimiento | ultrafiltrado 8,433 0,404 4

densidad bulk | diafilrado ~ 9:380 0,031 . -1608 2,776 0,183

densidad bulk | ultrafiltrado 0409 0,005

antocianinas | diafiltrado 183,983 9,472 6,806 2,776 0,002

antocianinas | ultrafiltrado 143,321 4,168 4

humedad | diafiltrado 1,587 0,239 3287 2,776 0,030

humedad | ultrafiltrado 2,131 0,158 4

he | diafiltrado 12,739 0,535 . 2,776 0,639

he| ultrafiltrado 13,136 1,247 -0,506

¢ | diafiltrado 19,300 0,377 . 2,776 0,003
21,624 0,497 -6,454

¢ | ultrafiltrado
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Cuadro A 4. Probabilidades de cometer el error tipo |, potencia y nimero de

muestra para las

variables respuesta que no presentaron diferencias

significativas (p>0,05) en los procesos de membranas y de secado.

Proceso Variable Probabilidad  Potencia Numero
respuesta de
muestra
*
UF vrs DF Glucosa 0,407 0,105 17
UF vrs DF Sacarosa 0,561 0,063 48
Polvo UF vrs Polvo Densidad “Bulk” 0,183 0,188 7
DF
Polvo UF vrs Polvo h 0,639 0,062 77
DF
UF vrs Polvo Cianidina 3- 0,442 0,082 26
rutinésido
DF vrs Polvo Cianidina 3- 0,731 0,066 120
rutinésido

*Para determinar el nimero de muestra se uso una potencia de 80%.

Cuadro A5. Media, desviacion estandar, grados de libertad y valor de t producto
de la comparacién de medias entre el contenido de cianidina 3-rutinésido de los
extractos ultrafiltrados y diafiltrados y sus respectivos productos secos.

Media Desv. tipica GL T (observado)
Variable
143,333 4,509
SECO
147,667 7,572 4 -0,852
UF
186,00 9,165
SECO
184,00 2,00 4 0,369
DF
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Cuadro A6. Graficos de residuos de las variables respuesta empleadas en la
optimizacién del secado de un extracto de broza de café.

Variable Grafico de residuos Normalidad de los residuos
o ©
0.5 o o 20—
[+]
[=]
QLR - ° = 504
= o
. = o 5
Rendimiento & g
0.5 o oy 10 4
=]
1.0 °
T T T T T 0 - ; ; ; ;
2 4 & 8 10 14 06 02 1
Valor predicho Residual
0.04 + o 5 40 - —
D(‘?nsudftd = o002® . o 307
Bulk = 2 /
g o 20
& 0.00 5
o =W
Q 10,
o © © °
-0.02 o
0| T T T 01 T T T
030 035 040 045 -0.06 -0.024 0.012 0.048
Valor predicho Residual
he 10 , : 40 =
S 30 -
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~ & 2
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Valor predicho As -3 ] 5 15
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0o 8%
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T T T T
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Cuadro A7. Probabilidad de los coeficientes de regresion para los modelos
reducidos generados en la superficie de respuesta para las diferentes variables

respuesta.
Variable p de los coeficientes de regresion
respuesta
intercepto  Temp Conc flujo Temp? Conc? Flujo' Temp*
conc
Rendimiento 0,008 0,016 0,022 0,00 0,069 0,031 0,00 <0,001
2 3
Densidad 0,691 0,781 0,084 045 0,723 0,702 - 0,1794
“bulk” 7
Cianidina 3- 0,052 0,033 0,547 - - 0,114 - 0,076
rutinésido
he 0,890 0,957 0,414 0,38 0,729 0,078 0,66 0,046
8 9
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Cuadro A8. Analisis de varianza para el modelo generado mediante la aplicacion
de la superficie respuesta para la optimizacion del secado de un extracto de broza

de café.
Variable Suma de Cuadrado
Fuente DF cuadrados delamedia F-Valor Pr>F
Densidad Modelo 6 0,04027 0,00671 9,12 0,0032
Bulk Error 8 0,00589 0,00073613
Falta de 0,00422 0,00070373 0,84 0,6314
ajuste
Error puro 2 0,00167 0,00083333
Total 14 0,04616
corregido
he Sumade Cuadrado
Fuente DF cuadrados delamedia F-Valor Pr>F
Modelo 1982,19953 283,17136 4,48 0,0330
Error 442,37997 63,19714
Falta de 442.37070 88,47414 19095, <,0001
ajuste 1
Error puro 2 0,00927 0,00463
Total 14 242457949
corregido
Rendi- Suma de Cuadrado
miento Fuente DF cuadrados delamedia F-Valor Pr>F
Modelo 101,10041 14,44292 32,59 <,0001
Error 3,10235 0,44319
Falta de 2,94975 0,58995 7,73 0,1185
ajuste
Error puro 2 0,15260 0,07630
Total 14 104,20276
corregido
Cianidina Suma de Cuadrado
3- Fuente DF cuadrados delamedia F-Valor Pr>F
Rutinésido Modelo 4 21224 5306,11331 5,41 0,0140
Error 10 9811,23592 981,12359
Falta de 4 1640,45295 410,11324 0,30 0,8673
ajuste
Error puro 6 8170,78297 1361,79716
Total 14 31036
corregido
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Cuadro A9. Analisis canonico de las diferentes variables respuesta empleadas
para la optimizacion del secado de un extracto de broza de café.

Valores criticos

Variable Punto Concentracion
_ , Temperatura _ Flujo
respuesta estacionario de maltodextrina
(°C) (mL/min)
(%)

Rendimiento Silla de montar 136,6 8,1 3,8

Densidad Silla de montar 176,6 6,8 6,7

“Bulk”
ho Silla de montar 172 7.8 6,1

Cianidina 3- Silla de montar 146,4 7,0 4.0

rutinésido

Muestra de Célculo

Para la determinacion de la materia seca proveniente del extracto de las
muestras en polvo después del secado por atomizacion:

1) En primer lugar se determiné la materia seca del extracto, de la
maltodextrina y del polvo después del secado.
2) Luego se realiz6 un balance de masa para conocer la materia seca
tedrica del polvo
me(1 — fHe) + mmal(1 — fHmal) = mspolvo tedrica

Donde:

Me: masa del extracto adicionado al secador.

fHe: fraccién de humedad del extracto.

Mmal: masa de maltodextrina agregada al secador.
fHmal: fraccion de humedad de la maltodextrina.
Ms: materia seca del polvo tedrica.

3) Después se determind la materia seca experimental (esta difiere de la
tedrica debido a las pérdidas que se dan dentro del secador).
mpolvo(1 — fHpolvo) = ms polvo experimental
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Donde:

Mp: masa de polvo obtenida del secador.
fHe: fraccién de humedad del polvo.

Ms: materia seca del polvo experimental.

4) Luego se realiz6é una relacion, para conocer cuanto de la materia seca del

polvo experimental corresponde a materia seca del extracto.
ms extractot ms extracto exp

mspolvot  ms polvo exp
Donde:
Ms extracto t: masa seca del extracto tedérico (me(1 — fHe)).
Ms polvo t: materia seca del polvo tedrico (obtenida de punto 2).
Ms extracto exp: materia seca del extracto experimental (presente en el polvo).
Ms polvo exp: materia seca del polvo experimental.

5) Luego se determind cuanta materia seca de extracto habria en 100g de

polvo.
ms extracto exp  ms extracto

mpolvoexp ~ 100g polvo
Donde:

Ms extracto exp: materia seca del extracto experimental (obtenida en el punto
4).

Ms polvo exp: materia seca del polvo experimental.
Ms: materia seca del extracto.

6) Seguidamente se determiné el contenido de antocianinas (en base seca)
presentes en una en 100g de extracto.

mg cianidin — 3 — rutinésido  mg ciadidin — 3 — rutindsido

ms extracto B 100g extracto
Donde:

Ms de extracto: es la materia seca del extracto presente en 100g de polvo
(obtenida en el punto 5).

De esta forma se obtiene el contenido de ciadinina 3-rutindsido presente en
100g de extracto, de manera que se puede comparar con el contenido de
antocianinas (en base seca) antes del secado.
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