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Resumen

Gutiérrez Matamoros, Stephany

Evaluacion del proceso de extraccion con soluciones de etanol, de un subproducto del
procesamiento industrial de café, para obtener un extracto de antocianinas y acido
clorogénico.

Tesis de Licenciatura de Ingenieria de Alimentos — San José, Costa Rica.
Gutiérrez, S. 2020.
97 pp: 19 il. - 91 ref.

En el presente estudio se evalud un proceso de extraccion con soluciones de etanol en
pulpa de café arabico, triturada y prensada, subproducto del beneficiado, para obtener un
extracto rico en dos polifenoles acido 5-cafeoilquinico (&cido clorogénico, 5-CQA) y
cianidina 3-rutinésido (antocianina, C3R).

En la primera parte, mediante una prueba de discriminacion Plackett-Burman con
ocho factores, se realizd la evaluacion de los factores mas importantes en el proceso de
extraccion de los polifenoles mencionados. Se seleccionaron los factores amplitud de
ultrasonido, la concentracion de etanol y la temperatura como los mas influyentes sobre el

rendimiento de extraccion de las variables respuesta.

Posteriormente, mediante un disefio central compuesto rotable (DCCR) de tres
factores (amplitud de ultrasonido, temperatura y concentracion de etanol), se evalud su efecto
en el comportamiento de las extracciones y se seleccionaron los rangos donde se obtuvieron
los mayores rendimientos de los compuestos de interés. La extraccion de 5-CQA y del C3R
se maximiza utilizando una concentracion de etanol de 48%, una temperatura de 59°C y una
amplitud de ultrasonido de 58 %, con lo cual se obtuvo una deseabilidad del 96%, y unas

concentraciones de 50 £ 1 mg de 5-CQA 'y 3,0 + 0,2 mg de C3R por cada 100 g pulpa fresca.



Por ultimo, se corrieron las cinéticas de extraccion que se evaluaron por medio de
regresiones no lineales de dos modelos matematicos: no exponencial (Peleg) y de dos
velocidades (Patricelli). EI modelo que mejor describe el comportamiento de extraccion de
las dos variables respuesta fue el de Patricelli, con mejor ajuste para el C3R. Se determind
gue una extraccion a los 60 minutos, permite obtener el 85% de extraccion total del 5-CQA
y 98% de C3R. Por otro lado, en 25 minutos, se extrae es aproximadamente el 92 % de 5-
CQA y el 80 % de C3R del total extraido en 60 minutos.

Los resultados obtenidos en esta investigacion sefialan la determinacion de
condiciones preliminares para obtener rendimientos maximos en la extraccion asistida por
ultrasonido de 5-CQA y C3R. De acuerdo con las caracteristicas fisicoquimicas del extracto
etandlico (ORAC= 13 723+1425 pumol Trolox equiv/L, 338 + 31mg cafeina /L, 0,189 + 0,005
g cenizas /100 g, 1,49+0,12 g azucares simples), este proceso significa una alternativa para

valorizar la pulpa del café como subproducto del procesamiento.
Palabras clave: Acido 5-cafeoilquinico, cianidina 3-rutindsido, extraccion, pulpa de café
Lic. Eduardo Thompson Vicente

Escuela de Tecnologia de Alimentos

Xi



1. Justificacion

Alrededor del mundo, aproximadamente el 75% de las bebidas consumidas
regularmente contienen alguna base de café, y su consumo esta fuertemente asociado a los

habitos sociales y culturales de cada lugar (Vignoli et al., 2016).

El café como fruto se cultiva en mas de 70 paises. En Costa Rica, es de los principales
productos tropicales de exportacion, donde en la cosecha 2018-2019 se produjeron alrededor
de 76 544 toneladas de café oro para exportacion y para consumo nacional (ICAFE, 2019).
Tomando en cuenta esta produccidn, y que las etapas de beneficiado necesarias para obtener
el café verde (oro) originan una serie de residuos con una alta carga contaminante, se
considera importante generar lineas de produccion mas limpias, con un aprovechamiento

integral de los residuos generados.

Se ha estimado que en el planeta se generan entre 0,2 y 0,5 toneladas de pulpa y
cascaras por tonelada de café fresco (Janissen y Huynh, 2018). La pulpa del café constituye
al menos un 55,4 % de estos residuos, debido a su contenido de materia organica puede llegar
a ser un sustrato para la obtencion de productos con alto valor agregado y beneficiosos para
la salud humana, y de esta manera incrementar la sostenibilidad de la cadena de produccién
(Murthy et al., 2012).

La composicién de la pulpa de café varia ampliamente; sin embargo, se conoce que
es rica en carbohidratos, proteinas, minerales y en compuestos bioactivos importantes como
antocianinas, acidos hidroxicinamicos y cafeina. Algunas sustancias en este subproducto son
factores antifisioldgicos y antinutricionales, de manera que el uso de este residuo no es del
todo aprovechable como alimento para animales. No obstante, es fuente de fitoquimicos
bioactivos como los compuestos fenolicos, que pueden tener funciones tecnoldgicas en las

industrias farmacéutica y alimentaria (Esquivel y Jiménez, 2012; Janissen y Huynh, 2018).

Los compuestos fendlicos se conocen por sus propiedades antioxidantes que retrasan
el envejecimiento de las células y previenen enfermedades asociadas (Mojzer et al., 2016).
En la pulpa de café se encuentran cuatro clases mayoritarias de polifenoles: acidos

hidroxicinamicos, flavan-3-oles, flavonoles y antocianidinas. La mayor parte se compone de

1



acidos clorogénicos, de la familia de los &cidos hidroxicindmicos, pero también se encuentran
antocianinas en forma de cianidina-3-rutinésido y cianidina 3-glucésido (Esquivel y Jiménez,
2012; Francay Oliveira, 2016).

Para la recuperacion de los compuestos fenolicos del residuo de café se puede utilizar
la operacion de extraccion sélido liquido, en la cual el residuo se coloca en contacto con una
mezcla solvente liquida para que los compuestos de interés se transfieran por lixiviacién del
residuo al liquido. En la extraccion convencional sélido liquido generalmente se utilizan
distintos solventes que, aunque son exitosos para la separacion de compuestos especificos,
crean preocupacion por los residuos que puedan permanecer, especialmente si el fin del
extracto obtenido es el consumo humano (Mojzer et al., 2016). La combinacién de agua y
etanol, usualmente es la mas adecuada para la extraccién, debido a su aceptabilidad para el

consumo humano (Ferreira, 2017).

Los métodos convencionales de extraccion utilizan grandes cantidades de disolventes,
alto consumo energético y largos periodos de extraccion, por lo que se buscan alternativas
verdes para disminuir el impacto ambiental y aumentar la eficiencia de los procesos. Dentro
de estas tecnologias se utilizan microondas, ultrasonido, fluidos supercriticos y subcriticos,

pulsos eléctricos y altas presiones (Tiwari, 2015; Bels¢ak-Cvitanovi¢ y Komes, 2017).

La extraccion asistida por ultrasonido (EAU) requiere una baja inversién en
comparacion con las otras técnicas limpias, puede ser completada en pocos minutos con alta
reproducibilidad, reduce el consumo de solventes, se obtiene una mayor pureza del producto
final, y ademas disminuye el postratamiento del agua residual (Tiwari, 2015). La extraccion
asistida por ultrasonido esta influida por diferentes pardmetros como la potencia y amplitud
del ultrasonido, el uso de pulsos intermitentes, la temperatura y el pH del medio, la
concentracion del solvente, la relacion solvente sustrato, la agitacion del medio, entre otros
(Roselld-Soto et al., 2015, Chemat et al., 2017).



En el mercado se hallan extractos de polifenoles o de &cido clorogénico purificado en
polvo provenientes principalmente de los granos del café verde, y a nivel industrial existen
patentes en las que se describen los procesos de obtencion de distintos polifenoles a partir de
subproductos del café (Bels¢ak-Cvitanovi¢ y Komes, 2017). La produccién de extractos de
compuestos fenolicos tiene gran potencial comercial, segun estudios del mercado de
polifenoles a nivel mundial, del 2012 al 2018 hubo una tasa de crecimiento del 6,1% de la
demanda anual, para el 2018 se valud el mercado en 1,28 billones de ddlares y se espera un
crecimiento de 7,2% entre 2019 y el 2025 (Transparency Market Research, 2016; Global
Polyphenols Industry, 2019).

Frente a toda la problemética ambiental proveniente de la industria cafetalera, surgen
alternativas para la valorizacion de la pulpa de café como subproducto y el uso
potencialmente provechoso de los polifenoles en la industria alimentaria. En este estudio se
establecieron los parametros de extraccion con soluciones de etanol asistida por un equipo
ultrasénico para obtener un extracto con compuestos fendlicos valiosos, especificamente
acido clorogénico y antocianinas, a partir de un subproducto del procesamiento industrial del

café, con potenciales usos como producto nutracéutico o ingrediente alimentario.



2. Objetivos
2.1 Objetivo general
Evaluar el proceso de extraccion con soluciones de etanol de un subproducto del

procesamiento industrial de café, para obtener un extracto rico en polifenoles (acido

clorogénico y cianidina-3-rutinésido).
2.2 Objetivos especificos

Establecer las variables de mayor efecto en la extraccion de acido clorogénico y
antocianinas del subproducto de café mediante un disefio experimental de discriminacién

Plackett-Burman.

Evaluar las condiciones de proceso para la optimizacion de la extraccion de
compuestos fendlicos del subproducto de café, mediante un disefio central compuesto.

Modelar las cinéticas de extraccion de &acido clorogénico y antocianina en el

subproducto de café, utilizando las condiciones 6ptimas determinadas.



3. Marco teorico

3.1. Generalidades del café

El café pertenece a la familia Rubiaceae y al género Coffea. De aproximadamente
100 especies del género Coffea, solamente Coffea arabica L. (café ardbigo) y Coffea
canephora Pierre ex A. Froehner (café robusta) son los de mayor importancia econémica
alrededor del mundo, y representan cerca del 99 % de la produccién global de los granos de
café (Lashermes, 2018).

La planta del café es originaria de las selvas tropicales de Etiopia y Sudan, llegé a
Centroamérica con la colonizacion europea, y se convirtié en uno de los productos de
exportacién tradicionales de la region. Varias de las plantas de café de mayor calidad se
cultivan en altitudes medias, entre Per( y México. Los paises con mayor produccién de café
en el mundo son Brasil, Vietnam, Colombia, Etiopia e India. En Costa Rica la produccion es
menor por su reducido territorio sin embargo tiene gran importancia economica (Canet y
Soto, 2016).

La totalidad del café de Costa Rica es del tipo arabico, de las variedades Caturra y
Catuai, que poseen gran adaptabilidad a las condiciones de clima y suelo, por lo que son
manejables y de alta capacidad de produccién. Se cultiva en 8 zonas productoras: Brunca,
Turrialba, Tres Rios, Orosi, Tarrazu, Valle Central, Valle Occidental y Guanacaste (ICAFE,
2015). Existen 278 plantas beneficiadoras para el procesamiento del fruto, que para la
cosecha 2018-2019 beneficiaron aproximadamente 1 717 659 fanegas de café fruta y se
produjeron 76 mil toneladas de café oro para exportacion y consumo nacional (ICAFE,
2019).

3.2.  Procesamiento del café

El fruto del café usualmente es cosechado cuando su superficie es roja, que ocurre
aproximadamente 5 afios después de haber sido plantado el arbusto. Se compone de dos

cotiledones cubiertos por una delgada capa del pergamino, luego esté el tegumento rodeado



por el mucilago, la pulpay la céscara, asi como se muestra en la Figura 1 (Mussatto y Texeira,
2013).

. _«—— Baya o cereza del café

Semilla
0 grano

s,
Tegumento
Pulpa )
Pergamino
Mucilag

Figura 1. Descripcion del fruto del café. Fuente: Castillo et al., 2017

El procesamiento del café inicia con la remocidn de las capas externas del fruto, para
lo que se pueden utilizar dos metodologias: el beneficiado seco o el beneficiado himedo. El
primero se realiza inmediatamente después de cosechar el fruto, se exponen las bayas al sol,
hasta alcanzar la humedad entre 10% y 12%, suficiente para que se puedan separar la pulpa
y el pergamino. El beneficiado himedo, involucra operaciones mecanicas y bioldgicas, para
separar el grano del resto del fruto, donde se separan la pulpa y el mucilago, para finalmente

eliminar el pergamino después del secado (Contreras-Angulo et al., 2018).

El sector costarricense utiliza el beneficiado por via himeda, donde la remocion de la
pulpa se realiza el mismo dia de la cosecha del grano, por medio de un proceso mecanico
Ilamado chancado (despulpado). Posteriormente se realiza el secado al sol, para los mercados
de mayor exigencia, con una duracion de 7 dias; o el secado mecanico con aire caliente que
reduce el tiempo de secado a 24 horas, y corresponde al empleado para la mayor porcion de
la produccion (ICAFE, 2015).

Con el objetivo de reducir el impacto ambiental del procesamiento del café

costarricense se ha realizado una transformacion industrial del beneficiado himedo.
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Actualmente, se utiliza la recirculacion del agua en aquellas operaciones en las que es
empleada, el despulpado y el transporte de la pulpa se efectdan sin agua, y de los residuos
producidos, la pulpa se utiliza como abono organico y el pergamino es quemado para generar
la energia requerida durante el secado. No obstante, para producir 45 kg de café oro, es
necesario procesar entre 5 y 6 veces ese peso de café en fruta, por lo que los residuos
producidos diariamente son muy grandes y se hacen necesarias alternativas de uso de los
subproductos o residuos obtenidos (ICAFE, 2015).

3.3.  Subproductos del procesamiento del café

Durante el procesamiento del café se generan varios residuos como: la céscara, la
pulpa, el mucilago y el pergamino, residuos que al acumularse pueden ser altamente
contaminantes. Para aumentar la sustentabilidad de los procesos se han realizado esfuerzos
para valorizar los subproductos obtenidos en: la produccién de hongos comestibles, compost
y alimentos animales, pero también en investigaciones como nutracéuticos o aditivos
alimentarios ya que pueden contener compuestos quimicos de alto valor econdmico para

diversos sectores como farmacéutico, alimentario y cosmético (Alves et al., 2017).

La céscara representa 12% del fruto y se puede utilizar para cultivar hongos
comestibles, como sustrato para fermentaciones para producir compuestos aromaticos,
enzimas y biocombustibles, o también se puede utilizar para elaborar madera prensada e
incluso puede sustituir hasta 50% de las particulas de madera para elaborar este material. El
pergamino que es el endocarpio fibroso que cubre las semillas, debido a su alto contenido de
celulosa y hemicelulosa puede utilizarse como parte de la mezcla para producir madera
prensada, y como precursor de la produccion de carbén activado. EI tegumento que cubre los
granos de café, también llamada piel plateada (silverskin), es separado una parte durante el
beneficiado y el resto durante el tostado, tiene un alto porcentaje de fibra dietética y, debido
a los compuestos formados durante este proceso, también tiene alta capacidad antioxidante
(Mussatto y Teixeira, 2013).

El mucilago que representa entre 15% y 20% del fruto, estd compuesto por agua,

azucares reductores y no reductores, celulosa, pequefias cantidades de proteina y algunos
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minerales. Tiene aplicacion en dietas animales, como nutriente de plantas, como fuente de
pectinas, y por su contenido de azucar puede ser usado en la produccion de etanol y gas

metano (Contreras-Angulo et al., 2018).

La pulpa es el subproducto mayoritario del procesamiento del café, representa un 40%
de la fruta del café. Es esencialmente rica en azUcares, proteinas, minerales, y tambiéen
contiene taninos, polifenoles y cafeina, asi como se describe en el Cuadro 1. Se ha utilizado
para el cultivo de hongos comestibles, produccion de abono y como alimento animal. Sin
embargo, no se utiliza mucha cantidad para estas actividades y todavia queda un remanente

muy grande generando problemas ambientales (Rodriguez-Duréan et al., 2018).

Cuadro I. Composicion general de la pulpa de café

Contenido
Componente
(%om/m base seca)

Composicion proximal

Grasa 1,3-3,8
Proteina 8,0-15,0
Carbohidratos* 66,5-84,4
Fibra 16,2-35,2
Extracto libre de nitrégeno 42,7-63,5
Ceniza 5,0-9,5

Componentes de pared celular

Celulosa 10,5-28,6
Hemicelulosa 1,0-15,5
Lignina 12,2-22,8
Otros componentes organicos

Taninos 0,7-8,6

Cafeina 0,7-1,8

*Carbohidratos = Fibra + Extracto libre de nitrégeno. Fuente: Rodriguez-Duran et al. (2018)



Gran parte de los subproductos son utilizados para generar productos no comestibles
o0 para fermentaciones; sin embargo, es posible aprovechar varias de sus caracteristicas en la
industria de alimentos. Segun un estudio de Yoo et al. (2011), citado por Contreras-Angulo
et al. (2018), al afiadir diferentes subproductos del café al chocolate, se obtuvo mayor
capacidad antioxidante y cantidad de flavonoides que el chocolate simple sin implicar un

efecto negativo en la aceptabilidad sensorial.

A partir de la pulpa del café costarricense, se han realizado distintas investigaciones
para su valorizacion, como la obtencion de extractos en polvo ricos en antocianinas por medio
de tecnologias de membranas y secado por atomizacion (Zufiga, 2017), y se ha estudiado el
uso de extractos en polvo de antocianinas como colorantes en alimentos (Villalta, 2016).
Jiménez (2016) evaluo las condiciones para la obtencion y cuantificacion de un extracto de

acidos hidroxicinamicos a partir de la pulpa de café.
3.4. Compuestos funcionales presentes en la pulpa de café

La pulpa del café constituye una matriz compleja de sustancias, que interactian con
el cuerpo humano, y que no solo estimulan el sistema neural, sino también generan beneficios
en la salud. La mayoria de estos compuestos corresponden al grupo de polifenoles, y se
encuentran de manera natural (acidos clorogénicos) o son generadas durante el proceso de

tostado (melanoidinas) (Chaves-Ulate y Esquivel-Rodriguez, 2019).
3.4.1. Polifenoles

Los compuestos fendlicos estdn ampliamente distribuidos en las plantas y constituyen
la mayor clase de antioxidantes presentes en los vegetales. Estructuralmente contienen uno o
mas anillos aromaticos con grupos hidroxilo originando desde estructuras simples hasta
complejos altamente polimerizados. Se dividen en dos grandes grupos: los flavonoides que
incluyen flavanoles, flavonoles, isoflavonas, flavonas, flavanos, flavanonas,
protoantocianidinas y antocianinas y los no flavonoides que comprenden tocoferoles, acidos
fenolicos (benzoicos y cinamicos), taninos, estilbenos, cumarinas y ligninas (Figura 2)
(Ferreira, 2017).
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Figura 2. Distribucion de compuestos fenélicos. Fuente: Ferreira, 2017

La obtencién de compuestos fenolicos despierta interés por el potencial beneficio en
las actividades fisioldgicas del organismo. Estas sustancias son capaces de neutralizar los
radicales libres y los radicales hidroxilos disminuyendo el estrés oxidativo. El estrés
oxidativo dafia todo tipo de moléculas celulares incluyendo lipidos y proteinas, tornando en
condiciones patologicas como el céancer, enfermedades cardiovasculares, osteoporosis y
envejecimiento general. (Kesharwani et al., 2017).

En el café arabico se identifican cuatro clases importantes de compuestos fendlicos:
los flavan-3-oles, los acidos hidroxicinamicos, flavonoles y antocianinas. La cantidad y la
distribucion de cada uno de estos compuestos puede cambiar de un estudio a otro; esta
variabilidad puede darse debido al origen de las muestras (cultivar, zona de origen,
condiciones de cultivo, estado de maduracion, entre otros), el manejo poscosecha (método
de despulpado, secado, tipo de almacenamiento, entre otros), e inclusive por los métodos de

andlisis utilizados (Rodriguez-Duran et al., 2018).
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3.4.1.1. Acidos hidroxicinamicos

Los &cidos hidroxicindAmicos son compuestos que poseen un esqueleto quimico
simple que consiste en una estructura fenilpropanoide del tipo C6-C3. En las plantas se
encuentran comunmente siete tipos: p-cumarico, o-cumarico, m-cumarico, cafeico, ferulico,
y sindpico. Son el mayor subgrupo de &cidos fendlicos con amplia presencia en el reino
vegetal, y son abundantes en hojas de té, café, vino rojo, frutos rojos, vegetales y granos
enteros. Se encuentran en cualquier parte del fruto, pero su concentracion es mayor en las

partes externas del fruto maduro (Texeira et al., 2013).

Los &cidos clorogénicos son derivados de la esterificacion de acidos transcindmicos
como el &cido cafeico, ferulico y p-cumarico con el &cido (-)-quinico. Estan representados en
su mayoria por las subclases de acidos cafeoilquinicos (que representan el 80% del total de
acidos clorogénicos), los acidos dicafeoilquinicos y acidos feruloilquinicos (Kesharwani et
al., 2017).

La pulpa fresca del café contiene mayoritariamente el 4cido 5-cafeoilquinico (Figura
3) que usualmente se le conoce como acido clorogénico, constituye 42% del total de los
compuestos fenolicos identificados en este sustrato; también se reportan &acido 5-
feruilquinico, taninos condensados (protoantocianidinas) y diferentes tipos de antocianinas

(Chaves-Ulate y Esquivel-Rodriguez, 2019).

OH

HO™ 0 ,af’

OH

CH

Figura 3. Estructura quimica del acido 5-cafeoilquinico
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Los &cidos clorogénicos son antioxidantes altamente valiosos en la industria médica
por su aporte contra las enfermedades asociadas con el estrés oxidativo como el cancer,
problemas cardiovasculares, enfermedades degenerativas y el envejecimiento del organismo
(Kesharwami et al., 2017).

Alrededor de dos terceras partes del &cido clorogénico ingerido llega hasta el colon,
y es biotransformado por la microflora. El &cido clorogénico es hidrolizado en &cido cafeico
y &cido quinico, la presencia de estos compuestos en la orina sugiere que son absorbidos en
el colon (Herrera et al., 2011). Los efectos producidos por estos compuestos no son
necesariamente atribuibles a su capacidad antioxidante, si no a los metabolitos generados que
van al sistema circulatorio para llevar a cabo acciones que se convierten en los beneficios

asociados al consumo del café (Chaves-Ulate y Esquivel-Rodriguez, 2019).

Estos compuestos también son relevantes para la industria alimentaria: se ha
reportado que el acido cafeico se puede utilizar como antioxidante natural para inhibir la
oxidacion de lipidos presentes en el musculo de pescado, asi como el uso de extractos
etandlicos y acuosos de residuos de café para prevenir la oxidacion de los lipidos en carne
cruda. Ademas, compuestos presentes en la pulpa del café como &cido quinico, malico, &cidos
clorogénicos y cafeina pueden tener actividad antimicrobiana especialmente sobre bacterias

gram positivas (Chaves-Ulate y Esquivel-Rodriguez, 2019).
3.4.1.2. Antocianinas

Las antocianinas constituyen uno de los mayores grupos de los flavonoides, son
responsables de los colores cianicos en la mayoria de las flores, frutos y hojas de
angiospermas, pero también se encuentran en otros tejidos como raices, bulbos, tubérculos y
tallos, y en algunos gimnospermos, helechos y briofitas. En la actualidad, mas de 700
moléculas de antocianinas estructuralmente distintas han sido identificadas, sin embargo,
solamente seis moléculas representan el 90% presente en la naturaleza: cianidinas, delfininas,
malvidinas, pelargonidinas, peonidinas y petunidinas. Como parte de los flavonoides, son
reconocidas por modular la actividad de un amplio rango de enzimas y receptores celulares,

con evidencias de quimioprevencion del cancer (Andersen y Jordheim, 2014).
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Las antocianinas presentan los esqueletos de carbono C6-C3-C6 tipicos de los
flavonoides, estan compuestos en general por dos o tres unidades quimicas principales: el
anillo de flavilio o base de aglicona (antocianidina) como se observa en la Figura 4. Las
sustituciones de azucares o grupos acilados, y como tercera unidad se pueden unir acidos
alifaticos o aromaticos a los azucares (Jing y Giusti, 2014). Usualmente se encuentran en las

paredes celulares dentro de vacuolas e inmersas en el material nuclear (Caballero-Valdés et

al., 2016).
o+
\‘

Z

Figura 4. Estructura quimica del flavilio o base de aglicona (antocianidina).

Las antocianinas son moderadamente polares por lo que para extracciones se utilizan
solventes relativamente polares como agua, metanol, etanol o acetona, 0 mezclas de agua con
metanol o acetona. Son relativamente labiles por lo que se debe moderar la temperatura, por
eso0 se recomienda mantenerlas a bajas temperaturas para contribuir en la disminucion de su
deterioro por reacciones quimicas y enzimaticas (Jing y Giusti, 2014). Ademas, las
antocianinas son degradadas rapidamente por accion de las enzimas liberadas durante el

procesamiento.

En la caracterizacion de las antocianinas presentes en la pulpa de café, se ha
determinado la cianidina 3-rutindsido (C3R, Figura 5) como la mayoritaria seguida de la
cianidina 3-glicésido (Murthy y Naidu., 2012).
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Figura 5. Estructura quimica de la cianidina 3-rutinésido

Las antocianinas provenientes del café muestran efectos biolégicos inhibiendo la
actividad de las enzimas o-glucosidasa y a-amilasa, responsables de la hidrdlisis de
carbohidratos y del aumento de glucosa en la sangre. Ademas, tienen gran potencial como
colorantes naturales en alimentos. En algunas investigaciones se ha logrado recuperar, con
condiciones diferentes, desde 1 mg hasta 24 mg de cianidina 3-glucdsido por cada 100 g de
pulpa fresca de café, y se ha reportado que se extraen muy bien con soluciones de etanol

(Bels¢ak-Cvitanovi¢ y Komes, 2017).

Por ser la predominante en la pulpa de café y por tener potencial actividad beneficiosa
sobre el organismo humano y efecto antioxidante en alimentos, se selecciond el rendimiento
de extraccion de la C3R como variable respuesta en las distintas pruebas realizadas en esta

investigacion.
3.5.  Extraccién solido-liquido de compuestos funcionales

La extraccion solido-liquido es una operacion de separacion donde las sustancias de
interés son disueltas y extraidas de una matriz solida por un disolvente liquido, formando una
disolucién llamada extracto. Cuando el soluto esta ampliamente distribuido en la matriz, el
material mas cercano a la superficie sera el primero en disolverse, y conforme se aleja de la
superficie el solvente debe penetrar mas, por lo que progresivamente la tasa de extraccion

tiende a disminuir después de un periodo (Chanioti et al., 2014).

Los compuestos funcionales son extraidos en tres pasos generales: 1. Etapa de lavado,
donde se produce una desorcion de la superficie de la matriz o liberacion desde estructuras
internas, 2. Etapa de difusion, donde se da un flujo de particulas a lo largo de la capa de
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disolvente y 3. Solubilizacion en el disolvente (Chemat et al, 2008). El primer paso se
considera instantaneo por lo que no afecta la tasa de transferencia, pero el segundo
usualmente es el mas lento de manera que controla el proceso de extraccién y el tiempo para
llegar al equilibrio, en tanto que el tercero se considera en la mayoria de los casos como
implicito en la difusion. Se deben determinar las variables més adecuadas para aumentar la
rapidez en el segundo paso (Ibarz y Barbosa-Canovas, 2002). En la Figura 6, se describen

de manera general la curva tipica de una extraccion de compuestos bioactivos de plantas.

Etapa difusion

Rendimiento de extraccion

Etapa lavado

Tiempo
Figura 6. Grafico con la curva tipica para una extraccion en lote o “batch” de compuestos

activos en plantas. Fuente: Chan et al., 2014.

Las moléculas o compuestos bioactivos pueden estar ligados a macromoléculas como
carbohidratos o proteinas, 0 embebidos en una matriz compleja por lo que lograr un proceso
de extraccion especifico es complicado (Tiwari, 2015). Por lo tanto, para la extraccién de los
distintos compuestos se emplean métodos que consideran distintos factores tales como su
naturaleza, las posibles interferencias y los parametros que pueden facilitar su separacion de
la matriz (Chemat et al., 2017).
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3.6. Variables del proceso de extraccion

Los compuestos fendlicos estan presentes en las plantas de forma libre o ligada, por
lo que los diferentes métodos de extraccion deben incluir condiciones que favorezcan la
degradacion de la pared celular y la efectiva entrada del solvente. A continuacién, se
describen algunas de las condiciones de operacion que pueden influenciar sobre los

resultados esperados.
3.6.1. Relacién disolvente-solido

La relacion disolvente-solido es la proporcion de disolvente o mezcla de solventes
utilizada para extraer compuestos importantes de una cantidad especifica de matriz sélida.
La cantidad de solvente utilizado durante la extraccion de materiales de origen vegetal
influencia altamente la concentracién y composicion de los extractos obtenidos. Los
compuestos de interés pueden interactuar con otros componentes vegetales, incluyendo
carbohidratos y proteinas, llegando a formar complejos insolubles; asi que se debe estudiar
la cantidad de solvente necesaria para evitar estos complejos, para facilitar la solubilizacion

del soluto y también evitar la saturacion del disolvente (Caballero-Valdés et al, 2016).

Es importante tomar en cuenta que, aunque los altos gradientes de disolvente pueden
proveer una tasa de extraccion mas rapida, también implican una mayor dilucién de los
compuestos lo que requiere procesos mas largos de separacion y purificacion, asi como mas
pasos de concentracidn por evaporacion del solvente (Gertenbach et al., 2016). Por otra parte,
relaciones muy bajas pueden causar problemas de saturacion, por lo que la mayoria de
trabajos considera una cantidad de solvente de 10 a 30 veces la del soluto (Galili y Hovav,
2014).

3.6.2. Temperatura

La temperatura es un factor muy importante durante un proceso extraccion ya que
incrementa el movimiento de los solutos en los sitios activos de la matriz celular, reduce la
fuerza de los enlaces hidrogeno y decrece la energia requerida para romper las interacciones
matriz-soluto (Caballero-Valdés et al., 2016).
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La solubilidad de los materiales extraidos es proporcional al aumento de temperatura;
no obstante, en algunas matrices las altas temperaturas pueden generar reacciones
indeseables resultando en reacciones de degradacion o transformacion de compuestos
importantes, sin dejar de mencionar los compuestos que son termosensibles. La temperatura
esta limitada por el balance entre el punto de ebullicion del solvente y la estabilidad de los
compuestos, debe ser lo suficientemente alta para proveer una tasa de extraccion rapida sin

destruir las sustancias de interés (Chanioti et al., 2014, Gertenbach et al., 2016).

Segun Zori¢ et al. (2014), las antocianinas resultan ser mas susceptibles a
degradaciones térmicas que otros polifenoles. Aun asi, en una pasta de cereza Marasca, la
cianidina 3-rutinésido obtuvo una vida media de 45,69 min a 80°C y el &cido clorogénico
66,99 min.

3.6.3. Tiempo

El tiempo de extraccién esta definido como el tiempo que el solvente esta en contacto
con la matriz bajo las condiciones especificas seleccionadas (temperatura, agitacion, presion,
entre otras). Es un pardmetro muy importante ya que una vez alcanzado el equilibrio es
probable que no aumente la eficiencia de la extraccion, al contrario, periodos excesivamente
largos pueden causar la extraccion de compuestos no deseados, la degradacion de analitos y
pérdidas por altos costos de energia (Dominguez y Gonzélez, 2017).

3.6.4. Tamafo de particula

La estructura celular las materias alimentarias debe ser considerada, puesto que en
algunos casos el soluto puede estar en la superficie, mientras que en otros puede estar
almacenado en espacios intracelulares, capilares o en diferentes compartimentos celulares.
Para incrementar el area de contacto entre el solvente de extraccion y la matriz sélida se
hacen necesarias operaciones previas como la molienda. Cuando se disminuye el tamafio de
particula se aumenta la tasa de transferencia del soluto, no obstante, en algunos casos
particulas muy pequefias pueden causar problemas de circulaciéon y drenaje del liquido
(Chanioti et al., 2014).
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3.6.5. Valor de potencial de hidrégeno (pH)

La estabilidad de la membrana celular es fuertemente afectada por el pH, permitiendo
la interaccion entre el solvente y los compuestos fenolicos. Las condiciones cidas suelen
mejorar la solubilidad de los compuestos fendlicos y modifican su estructura, en algunos
casos incrementan la actividad antioxidante de los extractos e incluso aumentan su
estabilidad quimica. También puede afectar la estructura quimica de las moléculas o partes
de la célula vegetal donde se encuentran enlazados los compuestos bioactivos, como las
proteinas, de manera que un cambio en el pH del medio puede incrementar o reducir la
difusion de estas sustancias en el disolvente 0 mezcla de solventes (Caballero-Valdés et al,
2016).

3.6.6. Agitacion del medio

La agitacion del fluido incrementa la difusién turbulenta, homogeniza el disolvente y
aumenta las tasas de transferencia de material desde la superficie de las particulas hasta la
masa de solucion (Chanioti et al., 2014)

3.6.7. Naturaleza del solvente

Dependiendo de la muestra, distintos disolventes tienen la capacidad de pasar la
barrera de energia conocida como energia de activacion de la extraccion, que es la requerida
para penetrar al interior de las células vegetales, por ello la escogencia del disolvente puede
significar grandes diferencias en la cantidad del compuesto a extraer (Chan et al., 2014).
Existen varios criterios que deben ser considerados en el momento de seleccionar un

disolvente y se describen a continuacion:

- Solubilidad especifica de las sustancias y compatibilidad: debe ser capaz de
extraer la mayor cantidad del soluto con la menor cantidad de impurezas o
sustancias no requeridas; ademas, el soluto y el disolvente no deben reaccionar.

- Tension interfacial y viscosidad bajas: Una baja tension interfacial hace que el
solvente sea capaz de humedecer el sélido y penetrar en los poros y capilares de

la matriz, mientras que una baja viscosidad ayuda en las tasas difusion del soluto.
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- Recuperacion: Debe existir la posibilidad de una alta recuperacion del solvente
para que sea utilizado en otras extracciones, y ademas para la separacion del
compuesto de interés se efectle con la menor cantidad de pérdidas.

- Peligros y costos: El disolvente no debe ser toxico, peligroso, reactivo,
inflamable, dafiino para el ambiente, y debe ser de bajo costo (Chanioti et al.,
2014).

La solubilidad de los compuestos fendlicos varia de acuerdo con la polaridad del
disolvente, el grado de polimerizacién de los fenoles y su interaccién con los otros
constituyentes de las células vegetales. Los solventes mas utilizados para la extracciéon de
estos compuestos son metanol, etanol, acetona, agua, acetato de etilo, propanol,
dimetilformaldehido y combinaciones de estos solventes en proporciones variables (Ferreira,
2017).

Al utilizar el etanol se obtienen varias ventajas: es potable, relativamente barato,
reciclable y de grado alimentario; tiene la capacidad de penetrar en los tejidos y disociar
moléculas unidas o en complejos, generando una subsecuente precipitacion de las
macromoléculas insolubles en alcohol y la solubilizacion de las micromoléculas en el

extracto etanolico (Bels¢ak-Cvitanovi¢ y Komes, 2017).

Las mezclas usualmente utilizadas para la extraccion de compuestos fendlicos son
entre 50% y 85% de metanol o etanol. No obstante, se ha encontrado que el uso de mezclas
de etanol-agua con concentraciones de etanol menores al 70% resulta mas efectivo que al
utilizar etanol cercano al 100 %. Las antocianinas son solubles en agua, pero son mas solubles
en etanol en mezclas con agua; los acidos hidroxicindmicos son méas afines a mezclas de
metanol con agua, pero también solubles en menor medida soluciones de etanol-agua
(Caballero-Valdés et al., 2016).
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3.7. Extraccion asistida por ultrasonido

En la industria alimentaria la extraccion asistida por ultrasonido (EAU) ha sido objeto
de investigacion y desarrollo por ser considerada una tecnologia verde, que reduce el tiempo
de proceso y el consumo de energia. Es una técnica que incrementa la transferencia de masa
al crear efectos térmicos y de agitacion, asi como efectos estructurales sobre la muestra sélida
(Chan et al., 2014).

El sistema consiste en una fuente de poder o generador y una serie de transductores
que envian las ondas ultrasonicas al medio. En algunos casos, es posible seleccionar los
parametros de trabajo como potencias, frecuencia y amplitud del ultrasonido. Por lo general,
existen dos tipos de sistemas o efectos: uno directo que utiliza una sonda en contacto con la
muestra 0 medio, y uno indirecto que utiliza un bafio de agua donde se transmiten las ondas
ultrasénicas hasta el recipiente de extraccion (Figura 7). El directo es méas favorecedor que
el indirecto, debido a que las ondas se transmiten solamente a la sonda dentro del medio, el
problema de este efecto es que puede incrementar la temperatura de la muestra y, en algunos
casos después de mucho uso puede contaminar la muestra con materiales de la sonda por
corrosion. La ventaja del indirecto es que los transductores no estdn en contacto con la
muestra, es de facil operacién y relativamente econémico, pero tiene la desventaja que
pueden ocurrir grandes pérdidas de energia acustica hacia el recipiente y las superficies del
bafio (Wen et al., 2018).
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Figura 7. Diagramas de los distintos tipos de sistemas de ultrasonido. a) y b) Bafios

ultrasonicos, c) sonda ultrasénica de tipo bocina. Fuente: Tiwari (2015)

Al emplear el ultrasonido (US) en un proceso, se utiliza un mecanismo con
frecuencias y longitudes de onda especificas que forman regiones alternadas de ondas de
compresion y expansion en las moléculas del medio, terminando en un fenémeno de
cavitacion sonica. Durante la aplicacién del ultrasonido en un medio de extraccion se produce
la formacion, crecimiento y colapso de burbujas que producen una presion negativa y altas
temperaturas en microsegundos; cuando estas burbujas colapsan cerca de las paredes
celulares estas grandes presiones y temperaturas crean microjets y ondas que chocan
directamente sobre la superficie solida. Estos cambios promueven la disrupcion de la
membrana y como resultado de este fendmeno se mejora la penetracién del solvente por los

microcanales en las células e intensifica la transferencia de masa (Chanioti et al., 2014).

En la Figura 8, se muestran imagenes ejemplificando el funcionamiento de las ondas

ultrasonicas a nivel celular en la extraccion de metabolitos secundarios de plantas.
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Control Convencional FAU
(sin tratamientos) (60 min. 69 °C) (20238 °C)

Figura 8. Imagenes por microscopia electronica de la extraccion de aceite de semillas de
alcaravea o comino de prado: 1. Control, 2. Extraccidn convencional, 3. Ultrasonido directo
de 20 kHz después de 30 min, 4. Ultrasonido después de 60 min. EAU: Extraccion asistida
por ultrasonido. Fuente: Chemat et al. (2017)

La aplicacion de ultrasonido en procesos de extraccion se puede realizar de dos
formas: continua, ya sea suministrar la energia sonica durante todo el tiempo de extraccion,
o en forma de pulsos, donde se aplica el ultrasonido por un periodo, seguido de un periodo
sin ultrasonido. Un pulso de US 15/15, significa que se aplica el US por 15 segundos, seguido
por un tiempo sin US de 15 segundos para un tiempo de ciclo total de 30 segundos (Pan et
al., 2011).

Para que una EAU sea viable y mejor que una extraccion convencional es necesario
realizar pruebas con la matriz seleccionada, ademas del disolvente, ya que no todos logran la
cavitacion; por otro lado, una mayor amplitud ultrasénica no implica mayor eficiencia de
cavitacion, sino que puede tener un efecto contrario. En algunos casos, la oxidacion y la
degradacion se puede dar bajo periodos amplios de sonicacion, debido a la interaccion entre
radicales hidroxilos. Por otro lado, el ultrasonido tiende a tener efectos insignificantes en

tamanios de particula muy pequefios (Chan et al., 2014).

Virot et al. (2010), realizaron una comparacion entre la extraccién convencional y la
asistida por ultrasonido en residuos de pulpa de manzana, donde al utilizar ultrasonido se
obtuvo una extraccion de polifenoles 20 % mayor que cuando se empled la extraccion
convencional, donde también se presentaron ventajas en términos de ahorro de tiempo y
energia y aumento de rendimiento. Asimismo, Kamran et al. (2010) al evaluar la extraccion

de naringina y hesperidina a partir de cascaras de naranja obtuvieron mejores resultados al
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utilizar ultrasonido. Quirds (2016) realizé una comparacién entre dos tipos de extraccion de
polifenoles en semillas de mora enteras: extraccion convencional y extraccion con US de
forma indirecta, y no encontrd diferencias significativas entre la cantidad de polifenoles
extraidos. Los resultados distintos en estos estudios crean la necesidad de comprobar la
efectividad de las condiciones de ultrasonido utilizadas para facilitar los procesos de

extraccion de sustratos especificos.

3.8. Métodos de analisis estadistico de las condiciones de extraccion solido

liquido

Para establecer las variables que tienen la mayor influencia en la extraccion se pueden
aplicar disefios estadisticos de discriminacion como el de Plackett-Burman, que considera
que cada factor es independiente e interpreta su efecto en un modelo lineal. Este disefio ayuda
a definir las variables independientes que afectan en mayor medida la extraccion de los
compuestos de interés en cada experimento con un nimero pequefio de observaciones; y han
sido utilizados para determinar la influencia de un gran nimero de factores en la extraccion
de compuestos fendlicos e incrementar la eficiencia de las investigaciones (Anastacio y
Carvalho, 2012).

Una vez identificadas las variables de mayor peso, se pueden utilizar disefios
estadisticos multivariados como el disefio central compuesto o de superficie de respuesta,
que permiten evaluar varios niveles de distintos parametros al mismo tiempo, y dan
informacion de las interacciones entre las variables dependientes e independientes (Papoutsis
et al., 2018). Con el uso de estos disefios se pueden generar modelos que relacionan los
parametros evaluados con las variables respuesta medidas y permiten establecer las
condiciones que optimizan estas variables. La estrategia experimental de discriminacion,
optimizacion y su validacion ha sido empleada exitosamente en investigaciones recientes de
procesos de extraccion de compuestos valiosos de matrices vegetales (Celli et al., 2015; Li
etal., 2016).
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Por otro lado, también es relevante utilizar modelos matematicos para describir las
cinéticas de extraccion, lo cual brinda informacion de la forma en que los compuestos de
interés son transferidos del sustrato al medio. La modelizacion es una buena herramienta en
la ingenieria y procesamiento de alimentos, ya que provee de informacion rapida del efecto
de los diferentes pardmetros en un sistema y facilita el entendimiento de los mecanismos de
transferencia de masa para el disefio, escalamiento y control de los procesos (Bucic-Kujic et
al., 2013; Hadrich et al., 2016).
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4. Materiales y métodos

4.1. Localizacion del proyecto

Este proyecto se desarrollo en las instalaciones de la planta piloto y en los laboratorios
del Centro Nacional de Ciencia Tecnologia de Alimentos (CITA) y de la Escuela de
Tecnologia de Alimentos de la Universidad de Costa Rica, sede Rodrigo Facio, Montes de

Oca, San Jose.
4.2. Materia prima

Se utiliz6 el residuo de la operacion de despulpado (chancado) del fruto del café, que
se obtuvo del beneficio San Diego ubicado en San Rafael Arriba de Desamparados en San
Jose, en enero del 2019. El subproducto se recolect6 en la salida de las tuberias de descarga
del residuo del despulpado y se almacend en refrigeracion hasta el dia siguiente para el

proceso de preparacion o estabilizacion.

La pulpa de café obtenida se triturd en una picadora modelo SMWZ 1275 (Kramer
Grebe, Alemania), para luego mezclar el producto molido con 0,5 % de metabisulfito de
sodio, que es un agente efectivo para evitar la oxidacion enzimatica. EIl subproducto se prenso
en una prensa hidraulica a 10 000 kPa, el residuo solidoresultante se utiliz6 como sustrato
para la extraccion y el liquido del prensado se utiliz6 para analizar el contenido de (acido 5-
cafeoilquinico (5-CQA) y cianidina 3-rutindsido (C3R). Finalmente, se empacé al vacio en
bolsas de alta densidad de 2 kg y se mantuvo en congelacién a -20 °C hasta su uso. Se utilizo
un solo lote para todas las pruebas. El diagrama del proceso de preparacion del subproducto

de café se muestra en la Figura 9.
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Subproducto de café
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TRITURADO
Cutter (Kriimer Grebe)

4

Metabisulito MEZCLADO
de sodio 0,5% Agitacion constante
PRENSADO

» Liquido
Prensa hidraulica, 10 min, 10000 kPa

Residuo
. Solido

EMPAQUE

Bolsas alta densidad 2 kg

4

ALMACENAMIENTO
Congelacion -20°C

4

Pulpa de café

Figura 9. Diagrama de bloques de preparacién de la materia prima

4.3. Equipo de extraccion

Consiste en un frasco de vidrio tipo beaker de 2 L, un agitador EURO-ST 60 (Ika,
Alemania), un procesador ultrasénico de 750W de frecuencia 20 Hz (Cole-Parmer, EUA),
con una sonda sélida de alta ganancia con punta de 2,54 cm de diametro. El recipiente de
extraccion se coloco en un bafio de agua para controlar la temperatura con un termémetro
como se muestra en la Figura 10. La sonda se sumerge en la solucion de extraccion para que

guede una distancia de 3 cm medidos desde la punta de la sonda hasta el fondo del recipiente.
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Figura 10. Esquema del equipo de extraccion empleado

4.4. Procedimiento de extraccion

Se descongeld el residuo de pulpa a temperatura ambiente por 24 horas previo al
desarrollo de la prueba. La masa total (sustrato sélido + solvente) utilizada en las corridas de
extraccion fue siempre de 600 g. Las condiciones de relacion disolvente/sustrato (Ras),

temperatura de extraccion y concentracion etanol en el disolvente variaron entre corridas.

El equipo de ultrasonido (US) permite ajustar la amplitud de vibracién de la sonda en
unaescala entre 0y 100 %; y ademas, se puede programar el tiempo de los ciclos de actuacion
y reposo de aplicacién de la energia de US. El agitador cuenta con un sistema de control de
la velocidad de rotacion (rpm) que se muestra en una pantalla. La temperatura de extraccion
se controlo al sumergir el recipiente de vidrio en un bafio de agua, y se verificé con un
termometro dentro del sistema de extraccion. El pH inicial del sustrato de extraccion se ajustd
con soluciones de HCI o NaOH 1M.

Al cumplirse el tiempo de extraccion establecido, se coloco todo el extracto en frascos
para centrifuga y se centrifugaron por 5 minutos a 3200 G, se decanto el liquido en un vial
de 25 mL cubierto con papel aluminio. Los viales se colocaron en bolsas metalizadas y se
mantuvieron en congelacion a -20 °C hasta su analisis. El proceso descrito se muestra en el

diagrama de la Figura 11.
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Extracto de polifenoles

Figura 11. Diagrama del proceso de extraccion y toma de muestra de los compuestos

fenolicos a partir de la pulpa de café

4.5. Prueba de discriminacién Plackett-Burman

45.1. Procedimiento

Se evaluo el efecto de ocho factores de extraccion sobre el rendimiento de extraccion
del &cido clorogénico y de las antocianinas. Los factores son los siguientes: temperatura,
tiempo, pH, relacién sustrato/disolvente, concentracidn de etanol, uso de ultrasonido, uso de
pulsos intermitentes y velocidad de agitacion. Como variables respuesta se utilizaran los

rendimientos de extraccion de acido clorogénico expresado como acido 5-cafeoilquinico
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(5-CQA) y de las antocianinas expresadas como equivalentes de la cianidina-3-rutindsido
(C3R) (Ecuacién 1).

Cn - MET
MP - p

1)

Rendimiento extraccion =

Donde,

Cn: Concentracidn inicial del compuesto (g/L)
p: Densidad del extracto (g/L)

MET: Masa total del extracto (g)

MP: Masa inicial de pulpa de café (g)

4.5.2. Disefo experimental

Se utiliz6 un disefio de discriminacion Plackett-Burman para establecer las variables
que afectan en mayor medida la extraccién de cianidina-3-rutin6sido y 4&cido 5-
cafeoilquinico. Este disefio asume que cada factor evaluado es independiente y que la

variable respuesta se describe por el modelo de primer orden descrito por la Ecuacion 2.

Y=B,+tXB:X; 2
Donde,

Bo: Intercepto
Bi: Coeficiente de regresion parametro i
Xi: Parametro independiente o factor i

Y: Variable respuesta

De acuerdo con lo establecido por disefio experimental, se evaluaron combinaciones
de los ocho factores en dos niveles, alto (+) y bajo (-), en un arreglo de doce corridas distintas
aleatorizadas, donde se incluyen tres factores ficticios (dummies) que ayudan a definir el
nivel de error y aumentar la significancia de los factores reales (Vanaja y Rani, 2007; AMC,
2013). En el Cuadro Il, se describen las variables independientes junto con los niveles
codificados (+, -) y naturales que se utilizaron en la extraccion. Los valores de estas variables

fueron seleccionados de acuerdo con la experiencia y conocimientos obtenidos en trabajos
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de investigacion previos sobre el tema de extraccion de polifenoles (Conejo, 2016; Jiménez,
2016; Quiros, 2016; Rangel, 2018).

Cuadro Il. Variables independientes y los niveles que se evaluaron con el método Plackett-

Burman.
e g . . i Niveles
Identificacion Variables independientes - N

A Temperatura (°C) 25 50
B Tiempo (min) 10 40
C pH 35 5,0
D Relacion sustrato/disolvente (m/m) 1/10 1/5
E Concentracion de etanol (% m/m) 0 30
F Amplitud de ultrasonido (%) 0 40
G Forma de aplicacion del ultrasonido 15/15 Continuo
H Velocidad de agitacion (rpm) 0 250

La combinacion de factores del disefio experimental y el orden aleatorio de las
corridas se generd mediante el software Statistica 7.0 (Statsoft, USA) y se muestra en el
Cuadro I11, donde se describen las condiciones en codigo utilizadas en cada corrida.

Cuadro I11. Descripcién de las condiciones que seran aplicadas en cada corrida estandar, y

su orden aleatorio.

“eorriga Orden Factores reales itisios
estandar aleatorio A B CDETFGH i ] k
1 4 + - o+ - - -+ o+ 4+ - +
2 3 + + - o+ - - -+ 4+ + -
3 5 - o+ + -+ - - -+ + +
4 9 + - o+ + - o+ - - - + +
5 2 + + - o+ + -+ - - - +
6 6 + + + - o+ + - o+ - - -
7 12 -+ + 4+ -+ o+ - + - -
8 7 - -+ + + -+ o+ - + -
9 8 - - -+ + + -+ o+ - +
10 1 + - - - 4+ + o+ - + + -
11 11 -+ - - -+ o+ 4+ - + +
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12 10 - - - - - - - - - - -
* El nimero de corrida es un identificador de las condiciones utilizadas cada vez, el orden aleatorio indica el
orden en que se realizaron las extracciones.

4.5.3. Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados se realizd con el software Statistica 7.0
(Statsoft, USA). Con los resultados experimentales, se efectud la regresion del modelo
propuesto (ecuacion 2) y un analisis de varianza para establecer el nivel de significancia de
los factores de los coeficientes del modelo. Se determing el valor del coeficiente de regresion
(R?), coeficiente de regresion ajustado (R%g;), la probabilidad de cada factor (ps), y un analisis
de aleatoriedad por medio de un grafico de residuos (Vanaja y Rani, 2007). Asimismo, los
resultados obtenidos se visualizaron en un diagrama de Pareto estandarizado para separar los
factores que presentan un efecto significativo (p < 0,05) sobre las variables analizadas
(Torres-Leon et al., 2017)

A partir de los resultados estadisticos se seleccionaron las tres variables
independientes con mayor grado de significancia en ambas variables respuesta, para luego
evaluarlas y optimizarlas mediante el disefio central compuesto detallado en el siguiente

capitulo.

4.6. Evaluacion de las variables de extraccion mediante un disefio central
compuesto rotable (DCCR)

4.6.1. Procedimiento

4.6.2. Las corridas de extraccion se llevaron a cabo con el mismo equipo Yy
procedimiento descritos en los apartados 4.3 y 4.4, con un tiempo de extraccion
de 25 minutos. Para optimizar las condiciones de extraccion de polifenoles se
realizaron las extracciones con la combinacion de los factores de mayor
significancia obtenidos como resultado del experimento de discriminacion
realizado en el primer objetivo, y de acuerdo con el procedimiento descrito en el
punto 4.5. Con los resultados obtenidos en el DCCR se realizaron corridas de
extraccion para la validacion del modelo obtenido, utilizando los valores de los
parametros seleccionados por medio de la funcion de deseabilidad. Disefio
experimental
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Se emple6 un disefio central compuesto rotable (DCCR) de tres factores, que
corresponden a los factores porcentaje de ultrasonido (US), temperatura (T), concentracion
de etanol (EtOH), escogidos en el primer apartado a partir de los resultados del experimento
de discriminacién. Esta metodologia se utilizo para evaluar el efecto de los factores sobre el
rendimiento de extraccion de los compuestos 5-CQA y C3R y determinar las mejores
condiciones de extracciéon. ElI nimero de puntos experimentales del disefio utilizado se
obtuvo mediante el programa JMP® Pro 9.0.2 (SAS Institute, USA), que se calcula con la
Ecuacion 3. Los experimentos se realizaron de manera aleatoria para disminuir el efecto de

variables no controlables.
N = 2% (Puntos factoriales) + 2k (Puntos axiales) + no (Puntos centrales) 3)

Donde,

N: numero de puntos experimentales
k: niamero de factores independientes del disefio experimental
No: NUmero de puntos centrales del disefio experimental

Para el presente caso k=3 y no=6, por lo que se evaluaron 8 puntos factoriales, 6

puntos axiales y 6 puntos centrales, por lo que el disefio cont6 con 20 corridas experimentales.

En el Cuadro 1V, se presentan los valores codificados y reales para cada una de las
variables independientes seleccionadas.

Cuadro 1V. Variables independientes con los valores codificados y sus valores reales

utilizadas para el disefio de optimizacién.

Valores codificados

Variable independiente -1,682 -1 0 1 1,682
Valores reales
Ultrasonido (%o) 20 32,1 50 67,8 80
Temperatura (°C) 20 28,1 40 51,9 60
Cn EtOH (%) 0 12,2 30 47,8 60
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En el Cuadro V, se presenta el orden de las 20 corridas para el disefio compuesto
rotable, junto con la distribucion de los parametros en sus valores codificados.

Cuadro V. Disefio central compuesto rotable para la optimizacion del proceso de extraccion

de &cido clorogénico y la cianidina-3-rutindsido del subproducto del café.

Ensayo Parametros
Numerq de corrida Orden aleatorio* us T EtOH
estandar*

1 9 -1,0 -1,0 -1,0
2 3 -1,0 -1,0 +1,0
3 11 -1,0 +1,0 -1,0
4 10 -1,0 +1,0 +1,0
5 1 +1,0 -1,0 -1,0
6 12 +1,0 -1,0 +1,0
7 17 +1,0 +1,0 -1,0
8 16 +1,0 +1,0 +1,0
9 14 -1,682 0,0 0,0
10 13 +1,682 0,0 0,0
11 8 0,0 -1,682 0,0
12 19 0,0 +1,682 0,0
13 6 0,0 0,0 -1,682
14 2 0,0 0,0 +1,682
15 7 0,0 0,0 0,0
16 20 0,0 0,0 0,0
17 15 0,0 0,0 0,0
18 4 0,0 0,0 0,0
19 5 0,0 0,0 0,0
20 18 0,0 0,0 0,0

* El nimero de corrida es un identificador de las condiciones utilizadas cada vez, el orden aleatorio indica el
orden en que se realizaran las extracciones.

4.6.3. Andlisis estadistico

Con los resultados obtenidos se corrié el DCCR en el programa estadistico JMP® Pro
9.0.2 (SAS Institute, USA), y se elaboraron los modelos de regresion de segundo orden que
describen las variables respuesta en funcion de los parametros evaluados junto con sus

representaciones en superficies de respuesta. Para estimar que los modelos generados

33



presentan un buen ajuste y son significativos, se calcularon los coeficientes de determinacion
(R?) y de determinacion ajustado (R2.agj), la probabilidad del modelo (pmod), la probabilidad
de falta de ajuste (pr) Y la distribucion de los residuos. La ecuacion del modelo cuadratico
se reprodujo solamente con los coeficientes que resultaron significativos en el andlisis de

varianza (p<0,05).

4.6.4. Funcidn de deseabilidad

Se aplico la funcidn de deseabilidad con el programa estadistico, que permite analizar
y calcular la combinacion de factores que maximizan el rendimiento de las variables
respuesta. El valor de deseabilidad varia entre 0 y 1, donde una respuesta igual o cercana a 1
indica que se alcanza el valor 6ptimo o ideal. En el presente caso se busco el valor de
deseabilidad mas alto, para generar la combinacion de factores independientes que producen

el mayor contenido de 5-CQA y de C3R en el extracto.

4.6.5. Validacién del modelo

Se realizd un ensayo adicional, por triplicado, para verificar que los modelos
matematicos obtenidos del DCCR predicen de forma correcta las variables respuesta. Los
resultados experimentales obtenidos se compararon con los resultados predichos por los
modelos. Para cada variable respuesta se analizd el traslape de los intervalos de confianza
predichos con los experimentales con un nivel de confianza del 95 %, para asi validar que el

modelo del disefio es adecuado.

El extracto obtenido en las corridas de validacién se utilizd6 ademas para su
caracterizacion quimica mediante el analisis de los siguientes parametros: contenido de
humedad, azucares solubles por HPLC, contenido de cenizas, concentracion de cafeina,
solidos solubles (°Brix), pH y capacidad antioxidante como ORAC. Se utilizan estos
extractos debido a que los ensayos de verificacion se seleccionan en la zona 6ptima de

extraccion obtenida en los puntos anteriores.
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4.7. Modelado de las cinéticas de extraccion
4.7.1. Procedimiento

Para analizar el comportamiento del contenido de los compuestos de interés durante
la extraccion, se realizaron las cinéticas de extraccion del 5-CQA y de la C3R por triplicado.
Las condiciones de extraccion utilizadas correspondieron a los valores de los factores
independientes establecidos como los 6ptimos en el apartado 4.6. El tiempo de extraccion
utilizado fue de 70 min y se tomaron muestras de 15-20 g del extracto en los siguientes
tiempos: 2, 5, 8, 12, 16, 20, 25, 30, 45, 60 y 70 minutos. Para cada tiempo se determing el
contenido de C3R y 5-CQA, con los cuales se construyeron las graficas de concentracién en

funcién del tiempo denominadas cinéticas de extraccion.

4.7.2. Evaluacién de los modelos

Mediante el programa SigmaPlot 12.0 (Systat Software®, USA) se analizo el ajuste
de los resultados experimentales a dos modelos cinéticos que han sido utilizados con éxito
en investigaciones similares: el modelo de Peleg (ecuacién 4) que propone un ajuste empirico
no exponencial de la adsorcidon de los solutos en el solvente (Chan et al., 2014; Galvan et al.,
2014; Mustapa et al., 2015) y el modelo de dos velocidades de Patricelli (ecuacién 5) el cual
considera que el proceso de extraccion esta controlado por dos fases: una etapa de lavado y
otra etapa de difusién (Chan et al., 2014; Mustapa et al., 2015; Rangel, 2018).

Ci= Cy+— (4)

= -0 K| +Kjyt
Donde:

Ci: Concentracion del compuesto de interés en el tiempo t (mg compuesto i/mL extracto)
Co: Concentracion inicial del compuesto de interés (mg compuesto i/ mL)

Ky: Constante de velocidad (mL extracto-min/mg compuesto i)

K>: Constante de capacidad (mL extracto/mg compuesto i)

t: tiempo de extraccion (min)
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Ci= C;(1-e1t) + C, (1-ek2t) (5)
Donde,

Cit: Concentracion del compuesto de interés en el tiempo t (mg compuesto i/mL)

C1: Cantidad soluto extraido en el solvente durante la fase de lavado (mg compuesto i/mL)
C.: Cantidad soluto extraido en el solvente durante la fase de difusion (mg compuesto i/mL)
ki: Coeficiente de extraccion durante la fase de lavado (min™)

kz: Coeficiente de extraccion durante la fase de difusion (min™?)

t: tiempo de extraccion (min)

En el modelo de Peleg, la Co es la concentracion inicial al tiempo t = 0y se considera
como cero por ser un caso experimental; ademas, la constante ki esta relacionada con la tasa
de extraccidn al inicio (t = to), en tanto que la constante kz esta relacionada con la extension
de la extraccion al equilibrio (t = «) y es la que se utiliza para conocer la concentracion

maxima que se deberia alcanzar con condiciones especificas (Kumari et al., 2017).

El modelo empirico propuesto por Patricelli involucra dos procesos simultaneos: el
estado de lavado y el estado de difusion, en el resultado de la primera derivada se indica que
la concentracion en el equilibrio es la suma de la C1 (lavado) y la C (difusion) (Carciochi et
al., 2018).

4.7.3. Andlisis estadistico

Se evaluo el ajuste a los modelos de las cinéticas de extraccion de los compuestos de
interés (variables respuesta), por medio de una regresién no lineal con el programa estadistico
SigmaPlot 12.0 (Systat Software®, EUA). La bondad de ajuste se analizd por medio del
coeficiente de determinacion (R?), del coeficiente de determinacion ajustado (R%g) Y la

probabilidad del modelo (pmod), para un 95% de confianza.
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4.8. Métodos de analisis

4.8.1. Determinacion de humedad

Se determind con el método del laboratorio de quimica del CITA, basado en el método
AOAC 920.151 (AOAC, 2005). Se colocan las capsulas vacias a 100 °C por 1 h'y se registra
su peso. Se pesan 10 g de muestra en las capsulas, se realiza un secado previo de al menos
12 h a 60 °C en estufa de conveccion, luego se colocan a 69-70 °C en estufa al vacio por 4 h
minimo hasta obtener masa constante.

4.8.2. Determinacion de pH

Se utilizd el método del laboratorio de quimica del CITA, basado en el método AOAC

981.12 (AOAC, 2005) para medicidn de pH en muestras liquidas.

4.8.3. Determinacion de solidos solubles (°Brix)

Se utilizé el método general de la AOAC 932.12 (AOAC, 2005).

4.8.4. Determinacion de azUcares solubles

Se utilizd el método utilizado en el laboratorio de quimica del CITA, basado en lo
desarrollado por IDF (1998), Sullivan y Carpenter (1993) y Pirisino (1983), con el que

cuantifican los diferentes azlcares presentes en la muestra por medio de HPLC.

4.8.5. Determinacién de cenizas totales

Se utiliz6 el método del laboratorio de quimica del CITA, basado en el método AOAC
940.26 (AOAC, 2005) para frutas y productos derivados.
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4.8.6. Determinacién de la capacidad antioxidante (ORAC)

Se utiliz6 el método utilizado en el laboratorio de quimica del CITA, basado en
descrito por Wu et al. (2004), Prior et al. (2005), Huang et al. (2002) y Fox y Whitesell
(2000). Se midio la capacidad antioxidante siguiendo la cinética de reaccidon por medio de
espectrofotometria de fluorescencia, el area bajo la curva de la caida de fluorescencia es
proporcional a la concentracion de la sustancia antioxidante. Se interpolaron los resultados
en una curva elaborada con el patron Trolox, y se reportan como umol de Trolox por cada

litro de extracto etanélico.

4.8.7. Determinacién de cafeina

Se determind la cafeina con el método utilizado en el laboratorio de quimica del CITA,
basada en la norma INTE/ISO 20481:2011 para café y productos de café.

4.8.8. Determinacion del contenido de acido 5-cafeoilquinico (5-CQA)

Se analizé con el método desarrollado por Jiménez (2016). Se homogeniza la muestra o
extracto. Se centrifuga la muestra a 3200 G por 10 min, se decanta el sobrenadante en una
jeringa y se filtra a través de microporo de 0,20 um, por ultimo, se inyecta la muestra en el
equipo de HPLC-DAD vy se cuantifica empleando las siguientes condiciones cromatogréaficas

de medicion:

e Columna: Uptisphere C18-ODB 5 um (250 x 4,6) mm.
e Temperatura del horno: 30 °C.

e Flujo: 1 mL/min.

e Volumen de inyeccion: 10 pL.

e Longitud de onda: 327 nm para la deteccion de los acidos hidroxicinamicos y
clorogénicos.

e Fase movil: Modo de gradiente (Cuadro VI).

e Limite de deteccion de 2 ppm y un limite de cuantificacion de 6 ppm, para
concentraciones entre 2 ppm y 500 ppm.
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Cuadro VI. Gradiente de fase mévil empleado para el anélisis de los compuestos de interés

Tiempo (min)

Fase movil
0 35 40 45 50 55
Metanol 5 75 100 100 5 5
H3PO4 (4 mM) 95 25 0 0 95 95

4.8.9. Determinacion del contenido de cianidina-3-rutindsido (C3R).

Se realiz6 una prueba para analizar la cianidina-3-rutinésido con las mismas
condiciones de analisis del 5-CQA, y asi facilitar la determinacién de ambos compuestos.
Los resultados indicaron un coeficiente de variacion menor al 5 %, por lo que se utilizaron

las mismas condiciones del apartado 4.8.8, pero analizando las areas a una longitud de onda
de 512 nm.
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5. Discusion de resultados
5.1. Prueba de discriminacién de variables con el disefio de Plackett-
Burman (PB)

A partir de los resultados de las corridas de extraccion (Cuadro XIV del Anexo) se
aplico la prueba de discriminacion de Plackett-Burman, como herramienta para determinar
las variables que influyen en mayor medida la extraccion de la cianidina 3-rutindsido (C3R)
y del &cido 5-cafeoilquinico (5-CQA). En el Cuadro VIII se presenta el andlisis estadistico
con los coeficientes de determinacién de los modelos, los efectos de las variables y sus

probabilidades.

Cuadro VII. Parametros de bondad de ajuste, efectos y probabilidades obtenidos al aplicar

la prueba estadistica al modelo Plackett-Burman para cada variable respuesta.

Variable respuesta

Parametros

5-CQA C3R
R? 0,9776 0,9483
R%; 0,9180 0,8105
Error estandar 0,0172 0,0015
Variable independiente Efecto Valor p Efecto Valor p
Temperatura T (°C) 8,2841 0,0171* | 0,4318 0,0597**
Tiempo t (min) 4,1062  0,0970** | 0,4641  0,0501**
pH 6,2606 0,0357* | 0,3612  0,0898**
Relacién sélido/solvente S/D (m/m) -1,9057 0,3487 0,2590 0,1742
Concentracion etanol EtOH (%) 11,9802  0,0061* | -0,2456 0,1911
Amplitud de ultrasonido US (%0) 10,2929  0,0093 * 0,5633  0,0308*
Forma de aplicacién de ultrasonido FUS 0,4583 0,8072 0,0153 0,9230
Velocidad agitacion AG (rpm) -3,1480 0,1646 -0,4428  0,0562**

*Variables de extraccion significativas con p <0,05.
**Variables de extraccion significativas con p <0,10.

Los coeficientes de determinacion simple y ajustado para las dos variables respuesta
son mayores a 0,80. Un coeficiente R? con un valor cercano a 1 indica que un modelo puede
ser utilizado para predecir las variables respuesta, el R? ajustado representa un parametro mas

estricto para la evaluacién del modelo, ya que no se altera por el nimero de variables,
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entonces si este es bueno (> 0,80) la seleccion de las variables a partir de este modelo se

puede realizar con alta confianza (Rodrigues y Lemma, 2015).

Para abarcar una mayor cantidad de variables y seleccionar las mas adecuadas en este
estudio se utilizo un nivel de significancia del 10 %. En casos donde se utiliza el disefio PB
para la seleccion de variables y cuando el proceso es complejo, se recomienda utilizar un
nivel de significancia del 10 % en lugar del 5 %, como estrategia para minimizar el riesgo de
excluir variables que pueden ser relevantes en el proceso (Rodrigues y Lemma, 2015).

Para el 5-CQA se obtiene que hay cinco factores que resultan significativos, la
temperatura, el tiempo, el pH, la concentracion de etanol y la amplitud del ultrasonido. De
ellos todos tienen una p < 0,05 con excepcion de la variable tiempo (p = 0,097) que es
significativa para una significancia del 10 %. Todos estos factores tienen un efecto positivo,

es decir que un aumento en su valor incrementa la concentracion del 5-CQA extraido.

Para las variables concentracién etanol, amplitud de ultrasonido y velocidad de
agitacion se plantearon los niveles extremos como presencia (+1) o ausencia (-1), para
determinar si al utilizarlos se produce algun efecto sobre las cantidades extraidas de los
compuestos de interés. En el caso del 5-CQA, se obtuvo que la concentracion de etanol y la
amplitud del ultrasonido tienen efecto significativo y positivo, indicando que se deben aplicar

en algun nivel para obtener una mejora del proceso de extraccion.

Debido a la polaridad de la mayoria de los polifenoles se utilizan solventes polares
para su extraccion; sin embargo, se ha reportado que el uso de mezclas de solventes polares
y poco polares contribuyen a la extraccién y seleccion de compuestos fendlicos con polaridad
alta y moderada. En la mezcla, el agua mantiene baja la viscosidad del solvente y contribuye
como un agente de hinchamiento del material vegetal, mientras que el etanol actia como

disruptor de los enlaces entre los solutos y la matriz vegetal (llbay et al., 2015).

Se espera que el ultrasonido presente algun efecto positivo sobre la extraccion, ya que
ha resultado efectivo para extracciones en varias matrices vegetales. Por ejemplo,

Guglielmetti et al. (2017) al trabajar con residuos de “silverskin” de café arabica obtuvieron
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mejores resultados al extraer acidos clorogénicos con la asistencia del ultrasonido en
comparacion con el método convencional e incluso con el uso de microondas. Los efectos
mecanicos de las ondas ultrasdnicas facilitan la transferencia de las particulas entre las fases
por medio de una super agitacion con bajas frecuencias, por aperturas en las paredes y
membranas celulares reversibles o irreversibles (sonoporacion) y por efecto de la capilaridad
ultrasonica (Chemat et al., 2017)

En el Cuadro VIII, se muestra que también para la extraccion del C3R se presentan
cinco efectos significativos: la temperatura, el tiempo, el pH, la amplitud del ultrasonido y la
velocidad de agitacion; entre ellos la amplitud del ultrasonido tiene la mayor significancia
debido a que tiene el valor mas bajo de probabilidad (p<0,05). Todos presentan un efecto
positivo, con excepcion de la velocidad de agitacién que indica que si se utiliza puede
perjudicar la extraccion de este compuesto. Para el C3R, la concentracion del etanol no es
una variable que influya de manera significativa en su extraccion, que puede darse al tener

las antocianinas una mayor afinidad con el agua.

Los efectos de todos los factores analizados se pueden visualizar mejor en los
diagramas de Pareto de la Figura 12, donde los factores significativos son los que rebasan el
lado derecho de la linea punteada vertical. Se observa que las variables amplitud de
ultrasonido, temperatura, tiempo y pH presentan un efecto significativo para ambas variables
respuesta. La amplitud del ultrasonido tiene un efecto alto en los dos diagramas, por lo que

se selecciono como la primera variable independiente a optimizar.
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EtOH

Us

pH

AG

Rel S/D

p=0,10 p=0.05

3,8579

2,4737

p=0,10 p=0,05

Figura 12. Diagramas de Pareto de los efectos de cada una de las variables independientes
sobre la extraccion del a) acido 5-cafeoilquinico (5-CQA) y b) cianidina 3-rutindsido
(C3R).

La temperatura se defini6 como la segunda variable independiente, dado que un
aumento de la temperatura de extraccion provoca un incremento en la concentracion de los
compuestos de interés en el extracto. Es necesario definir un valor 6ptimo ya que puede ser
el factor que altere en mayor medida la estabilidad de los compuestos fendlicos. Segun el
estudio de Sui et al. (2014) al evaluar la degradacion de la cianidina 3-rutinésido obtenida

del arroz negro, un aumento en la temperatura causa mayor degradacion que aumentar los
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valores de pH; en conclusién, indican que en alimentos con pH mayor a 6 la prioridad seria
disminuir el dafio térmico durante el procesamiento y luego acidificar. Para el 5-CQA, segun
De Maria et al. (1999) la degradacion es dependiente del tiempo que se mantenga bajo
condiciones de temperatura alta, por ejemplo, para distintos vegetales el tratamiento a 100
°C después de 5 min la pérdida fue de 6 %, y 24 % después de una hora.

El pH resulto ser una variable significante con efecto positivo, es decir se favorece la
extraccion al no acidificar el solvente, por esta razén se dejo el pH natural de la muestra
(~5,0). Usualmente, las antocianinas se mantienen estables bajo condiciones acidas, no
obstante, es posible que en condiciones acidificadas se puedan romper los enlaces de las
estructuras base, dejando los arreglos de compuestos sensibles y expuestos a reacciones de
degradacion o de transformacién en polimeros (Andersen y Jordheim, 2010). Para el
compuesto 5-CQA los pH &cidos contribuyen a la formacién de compuestos derivados del 5-
CQA, pero las condiciones no acidas favorecen la destruccion de los isomeros formados
(Dawidowicz y Typek, 2011).

El tiempo, aunque resulta significativo para la extraccion de ambos compuestos
(p < 0,10) no se tomo en cuenta como variable para el disefio central compuesto, dado que
su efecto en la concentracion del 5-CQA y del C3R obtenidos se puede evaluar con detalle
con el comportamiento de las cinéticas de extraccion, lo cual se discute en el apartado 5.3.
Para las corridas del DCCR se escogi6 un tiempo de 25 minutos, valor intermedio entre los

extremos analizados en el disefio PB.

Ahora bien, segun lo obtenido por Jiménez (2016) y otras investigaciones el 5-CQA
es el compuesto que se encuentra en mayor cantidad entre los compuestos fenolicos de la
pulpa del café y también en comparacion con la cianidina, asi que se toma como prioritario;
de manera que la tercera variable independiente se eligi6 a partir de sus resultados, en este
caso la concentracion de etanol presenta el mayor efecto positivo. Como esta variable no es
significativa para el C3R, debido a su alta afinidad con el agua por el rutinésido en su
estructura quimica, no se espera un efecto muy grande sobre su extraccién en las pruebas

subsiguientes.
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A pesar de que la velocidad de agitacion presenta un efecto negativo significativo
para el C3R, se escogid dejarla como parte de las condiciones fijas de extraccion como un
medio para homogenizar el extracto y para evitar zonas de ondas sénicas estaticas o libres de
solidos (Wang y Weller, 2006). Para las extracciones de los siguientes disefios
experimentales se escogio un valor intermedio de velocidad entre los valores extremos, que

correspondi6 a 110 rpm.

La relacion entre sélido-disolvente no provoco algun efecto relevante, por lo que se
definié como el valor maximo, cinco partes de disolvente por cada parte de sustrato (1/5).
Usualmente se utilizan mayores proporciones de solvente; sin embargo, en este caso por no
ser significativo se eligié la proporcién menor que permite la transferencia de masa, se
obtiene una mayor concentracion de los compuestos en los extractos, evita un efecto de
dilucion y facilita una posterior concentracion. En el trabajo de Rangel (2018), las diferencias
de las relaciones solvente-sustrato no resultaron significativas en la extraccion de polifenoles
en un subproducto de guayaba, lo que decantd en seleccionar la opcién que provocaba la

mayor concentracion en los extractos.

La forma de aplicacion del ultrasonido resulto ser una variable no significativa, de
manera que se selecciond la opcion que significa un gasto energético menor, por lo que se
utiliz6 el modo de pulsos ultrasonicos cada 15 s (15 s encendido, 15 s en pausa). Similar a
esta investigacion, para la extracciéon de polifenoles de la cascara de granada se determin6
que el empleo de ultrasonido mejora la eficiencia de extraccion, y no se presenté diferencia
entre el uso continuo del ultrasonido o el de pulsos en intervalos, por lo que recomendaron
el uso de los pulsos para ahorrar aproximadamente el 50% de la energia, con una buena tasa
de extraccidon y manteniendo la actividad antioxidante; ademas, se considero esa opcion como
la mejor debido a que el control de temperatura por medio de los pulsos es mas sencillo por

la poca generacion y acumulacion de calor en el medio (Pan et al., 2011).
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La amplia variabilidad de los resultados en las extracciones, vista en el Cuadro VII,
es evidencia del efecto que puede tener cada variable independiente sobre la extraccion de
los compuestos C3R y 5-CQA.

5.2. Evaluacion del disefio central compuesto rotable (DCCR)

A partir de las variables seleccionadas en el apartado anterior (temperatura,
concentracion de etanol y amplitud de US), se realizaron pruebas de un disefio experimental
central compuesto para obtener las condiciones dptimas que aseguran maximo rendimiento
de extraccion de los compuestos acido 5-cafeoilquinico y cianidina 3-rutindsido presentes en

la pulpa del café.

Para cada variable respuesta, se realizé un analisis de regresién multiple para obtener
los modelos cuadréticos y de varianza, y asi conocer la fiabilidad de los modelos obtenidos.
Los parametros de bondad de ajuste obtenidos para los modelos obtenidos se muestran en el
Cuadro VIII.

Cuadro VII1I. Parametros de bondad y ajuste para cada variable respuesta del disefio central
compuesto rotable (20 corridas) y excluyendo el punto de mayor influencia de acuerdo con

el criterio de Cook.

Variable 5-CQA C3R
, 20 19 20 19
Parametros . . ) .
corridas corridas corridas corridas
Probabilidad del modelo (Pmod) 0,0025* 0,0012* 0,0009* 0,0007*
Coeficiente determinacion (R?) 0,8657 0,9059 0,8920 0,9178

Coeficiente determinacion ajustado (R%.) 0,7449 0,8118 0,7947 0,8356

Probabilidad falta de ajuste(pra) 0,6422 0,9252 0,9747 0,9744

Gréfica de residuos** Aleatorio Aleatorio

*Significativo para probabilidad menor a 0=0,05
** Graficas se muestran en la Figura 19 en el Anexo.
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La probabilidad para ambos modelos fue significativa, en tanto que los coeficientes
de determinacion multiple (R? y R?qj) resultaron mayores a 0,80 para ambas variables
respuesta, lo que indica una buena predictibilidad de la respuesta ajustada al modelo. La
probabilidad de falta de ajuste de los modelos no fue significativa; este parametro sirve para
comprobar que el modelo elegido es el mas adecuado para describir los datos observados; si
fuera significativa (p<0,05) el modelo deberia ser modificado (Chen y Chen, 2008).
Tomando como referencia los datos del Cuadro VIII, se puede expresar que los modelos
obtenidos para las dos variables respuesta cumplen con los requisitos mencionados y que

pueden predecir de manera confiable el comportamiento de las variables respuesta.

Los coeficientes de regresion para el modelo obtenido a partir de las corridas del
DCCR de la extraccion variando los factores de ultrasonido, temperatura y concentracion de
etanol se muestran el Cuadro XX. EI coeficiente de variacion de los puntos centrales para
las dos respuestas es menor al 5%, lo que indica una buena repetibilidad del proceso

(Rodrigues y Lemma, 2015).

Se utiliz6 la influencia del valor de Cook para encontrar los valores atipicos en las
extracciones, estos son los datos que afectan negativamente los parametros estadisticos pero
que si son eliminados no perturban en gran medida la regresion. Los valores de Cook mayores
a 0,5 son suficientes para ser removidos del analisis principal tomando en cuenta que generen
un resultado efectivo (Ott y Longnecker, 2010; Pardoe, 2012). El punto con el valor mas alto
fue el nimero 3 (U:32%, T: 52°C, EtOH: 12%) con un valor de 0,65, que sugiere que el
analisis en general no es del todo influenciado por la presencia de este punto, incluso se
observa en el Cuadro VIII que al excluir estos datos del analisis de regresién se observa una
mejora notoria en los coeficientes de determinacion. Por esta razon los analisis siguientes se

realizaron excluyendo este punto, y utilizando solamente 19 corridas.
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Las ecuaciones cuadraticas y las superficies respuesta asociadas al disefio central
compuesto rotable se obtuvieron utilizando los parametros significativos para cada variable,
y se describen en la siguiente seccion. Los efectos y probabilidades de los factores
seleccionados y sus interacciones se presentan en el Cuadro IX, seis parametros resultaron

significativos para el 5-CQA y tres parametros para el C3R.

Cuadro IX. Probabilidades resultantes para las variables independientes y sus interacciones.

; 5-CQA C3R
Parametro - -
Efecto estimado Probabilidad>t Efecto estimado Probabilidad>t

Intercepto 42,32 <0,001* 3,363 <0,001*
Ultrasonido (US) 0,837 0,1310 0,031 0,2115
Temperatura (T) 2,852 0,0003* 0,190 <0,001*
Etanol (EtOH) 1,650 0,0096* 0,039 0,1250
US*T -2,103 0,0148* -0,047 0,1742
US * EtOH 1,900 0,0237* 0,079 0,0339*
T * EtOH 1,232 0,1118 0,061 0,0887
US * US 0,006 0,9898 -0,006 0,7591
T*T 0,298 0,5252 0,0360 0,1127
EtOH * EtOH -1,102 0,0369* -0,003 0,8892

*Valores significativos p<0,05

5.2.1. Modelo para el &cido 5-cafeoilquinico (5-CQA)

El modelo de regresion para las variables normalizadas se muestra en la Ecuacion 6,

y esté elaborado con los coeficientes de los pardmetros significativos (p<0,05).
5-CQA = 42,32 + 2,85T + 1,65E — 2,10U*T + 1,90U*E — 1,10E2 (6)

El modelo generado es de segundo orden, posee significancia en el efecto lineal
positivo de la temperatura y de la concentracion de etanol, en la interaccion negativa del
ultrasonido con la temperatura, en la interaccién positiva del ultrasonido con la concentracion
de etanol y ademas en el efecto cuadratico negativo del etanol. El efecto negativo indica que
una combinacion de estos factores (sobre todo si se utilizan valores altos de cualquiera de los

factores) pueden causar una disminucion de la cantidad de 5-CQA extraida. El efecto simple
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del ultrasonido no se presenta, pero si es importante en combinacion con los otros dos
factores (T y EtOH).

En la Figura 13 se presenta el comportamiento de la extraccion del 5-CQA en funcion
a las variables independientes por medio de las superficies de respuesta. EI gradiente de color
indica la cantidad del compuesto de interés en el extracto, las zonas verdes indican el menor
valor y las zonas rojas el mayor valor.
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Figura 13. Superficies de respuesta del efecto de los factores analizados en la
concentracion de 5-CQA en los extractos obtenidos. a) T vs EtOH, b) EtOH vs US,
c)USvsT.
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En las Figuras 13ay 13c, se observa mas claro lo que se indica en la Ecuacion 6. El
factor que sobresale en la extraccion del 5-CQA es la temperatura, y que en un rango de 45
°C a 65° genera buenos resultados de extraccion. EI aumento de temperatura genera un
aumento en la presion de vapor, decrece la viscosidad y la tension superficial de la mezcla
etanol-agua, esto facilita la entrada del disolvente en el s6lido (Chanioti et al, 2014). Se
observa en la Figura 13a, que se obtiene una concentracion de 5-CQA méaxima cuando se
trabaja con los mayores valores de T y EtOH. El efecto de T es mas pronunciado para

concentraciones altas de EtOH que para concentraciones bajas.

También, la interaccion mas importante es la dada en la Figura 13c, que presenta una
forma de “silla de montar” que sefiala que, para obtener valores altos de concentracion de 5-
CQA se debe tener una combinacién de alta temperatura con baja amplitud de ultrasonido o
viceversa. Si ambos parametros son bajos o altos, la extraccion de 5-CQA es muy pequeria.
Se ha visto que, al emplearse el ultrasonido, se debe mantener un control de la temperatura
utilizada, por debajo del punto de ebullicién del disolvente; ya que el aumento de la presion
de vapor reduce la diferencia de presion interna y externa de las burbujas al permitir la entrada
de vapor del solvente, de manera que colapsan menos violentamente y reducen los efectos de

la sonicacién (Chemat et al., 2017).

Por otro lado, la Figura 13b, presenta una forma de “silla de montar” contraria a la
Figura 13c. Para valores bajos de ETOH, un aumento de US disminuye la concentracion de
5-CQA, pero para valores altos de EtOH un aumento de US provoca un aumento de 5-CQA.
Con valores altos de US, la concentracidn de 5-CQA aumenta con el incremento de EtOH.

El efecto de la concentracion de etanol en el aumento de extraccion de 5-CQA es mas
pronunciado a altas temperaturas y a altos valores de US, como se describe en las zonas rojas

mas altas de las Figuras 13a 'y 13b.

La concentracion de etanol tiene un efecto parabdlico negativo (Figuras 13a y 13b)
en la extraccion del 5-CQA. Inicialmente, la extraccion aumenta con el porcentaje etanolico,
pero se llega a un punto limite donde comienza a disminuir la tasa de extraccion; este

comportamiento se expone al fijar algin valor de ultrasonido y al aumentar el porcentaje de
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etanol. Las distintas proporciones de etanol modifican la polaridad del medio alterando la
solubilidad de los compuestos presentes en la matriz y consecuentemente seleccionando
cuéles son extraidos. Este mismo comportamiento obtuvieron Costa et al. (2014) al optimizar
la extraccion de varios compuestos antioxidantes en residuos de piel plateada o “silverskin”

del café.

5.2.2. Modelo para la cianidina 3-rutindsido (C3R)

El modelo generado es de primer orden y se presenta en la Ecuacion 7, elaborada con
los coeficientes de los parametros significativos (p<0,05) para la superficie respuesta del
C3R. Las probabilidades de cada variable independiente y de sus interacciones se encuentran

en el Cuadro IX.
C3R =3,36 + 0,19T + 0,079U*E @)

Al igual que con la concentracion del 5-CQA, la extraccidn de concentraciones altas
de C3R depende principalmente de la temperatura y de la interaccién positiva entre la
amplitud del ultrasonido y la concentracion de etanol, que son los Unicos pardmetros
significativos en el modelo. El ultrasonido y el etanol no tienen efecto de extraccion por si
solos, pero el efecto es relevante por la interaccion de ambas variables en conjunto. En la
Figura 14 se presentan las superficies de respuesta que describen el comportamiento de la
extraccion del C3R con respecto a las variables independientes. El gradiente de color indica
la cantidad del compuesto en el extracto, las zonas verdes indican el menor valor y las zonas

rojas el mayor valor.
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Figura 14. Graficas de superficie de respuesta del efecto de los factores analizados sobre la
concentracion de C3R en los extractos obtenidos. a) T vs EtOH, b) US vs EtOH, ¢) USvs T.

En la Figura 14a, se observa que la cantidad de C3R aumenta hasta alcanzarse la
temperatura maxima, casi sin importar la concentracion de etanol que se utilice en la
extraccion. Se maneja una temperatura menor al punto de ebullicion del disolvente o a la
temperatura de degradacion de los compuestos fendlicos, tomando en cuenta que el mismo
efecto del ultrasonido puede producir calor y un ligero aumento de temperatura por el

movimiento de las particulas y su friccidn, ademas de que la combinacién de ambos factores
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podria iniciar reacciones de oxidacion y degradacion de los compuestos de interés (Chemat
et al., 2008).

La Figura 14b, tiene una forma de silla de montar, al igual que en el 5-CQA debe
haber una combinacién de valores bajos o elevados de US y EtOH para lograr altos
rendimientos del C3R. Los mejores efectos se dan cuando ambos valores son mayores al 50
%. Se presenta una extraccion intermedia cuando no hay US y cuando EtOH es muy baja o
si solo se utiliza agua. Por otro lado, en la Figura 14c, el comportamiento de extraccion es
similar al del C5Q. A T bajas la extraccion aumenta con mayores amplitudes de US, y a
amplitudes de US bajas la extraccién aumenta al incrementar la T. Hay un valor minimo para
valores bajos simultaneos de T y US. La méxima extraccion se da a temperatura altas y

amplitud de ultrasonido bajo.

Al mismo tiempo, se puede observar que la concentracién de etanol es el factor con
menor impacto entre las tres variables independientes analizadas (Figura 14a y 14b), por si
solo no resulta sustancial para la extraccion del C3R, para este sustrato la efectividad del
solvente con algun grado de etanol es dependiente del efecto ultrasénico y de la temperatura
para tener mayor profundidad de acceso en la matriz. El etanol no tiene accion en el
acarreamiento del C3R a través de la fase sélida si no hay efecto mecanico de la cavitacion,
en conclusion, en el caso que no se utilice ultrasonido para la extraccion, resultaria mas

efectivo utilizar solamente agua como solvente con mayor afinidad al C3R.

Es preciso considerar que en los tres graficos la diferencia entre los valores minimos
y maximos de C3R es muy pequefia, reflejo del rendimiento obtenido en las extracciones y
del contenido antes de la extraccion de 4,1 = 0,5 mg de C3R por cada 100 g de pulpa fresca,
esto debido, en gran parte, por la concentracion de C3R que queda acarreada en el liquido
del prensado durante la preparacién de la pulpa (ver Cuadro XII). Ademas, en estudios de
pulpa de dos variedades de café arabica se determinaron cantidades de entre 3,64 mg y 4,09
mg de antocianinas totales por cada 100 g de pulpa fresca, una cantidad no tan diferente a lo
obtenido (Rosales et al., 2019). De tal modo que, para valorar la seleccion de los rangos

Optimos no seria necesario tomar los valores extremos de cada variable, sino que se pueden
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utilizar los estimados para el 5-CQA tomando en cuenta que se pueda llegar a la zona media
(~3,4 mg/100 g) de los gréaficos de la Figura 14. Por ejemplo, una concentracion de etanol

mayor al 20%, una temperatura mayor a 50°C, y una amplitud de ultrasonido mayor al 40%.

5.2.3. Zona méaxima de extraccion y funcién de deseabilidad

El comportamiento de las superficies de respuesta de ambos modelos resulta en un
“saddle” o también llamado punto minimax, es decir, no existe un punto definido donde se
obtenga ni un minimo ni un maximo, por lo que no se pueden encontrar unas condiciones
Optimas, sino que se deben buscar los rangos en donde se produce el mayor rendimiento de
extraccion de cada compuesto (Malekjani y Jafari, 2020).

Por medio del programa estadistico JMP® Pro 9.0.2 (SAS Institute, USA), se corrio
la funcidn de deseabilidad mediante la cual se examinan las respuestas de las concentraciones
de 5-CQA y de la C3R simultaneamente para seleccionar las condiciones donde se puede
obtener la mayor concentracion de ambos compuestos en el extracto. Este valor varia entre 0
y 1, donde O representa un valor completamente indeseable y el 1 es el valor considerado

como completamente deseable o ideal (Malekjani y Jafari, 2020).

La mejor zona de extraccion se encuentra al utilizar condiciones de temperatura entre
58 °C y 60°C, amplitud de ultrasonido entre 41 % y 59 % y concentracién de etanol entre
40 % y 48 %. Al correr el analisis se obtuvo un valor de deseabilidad de 0,96, como se
muestra en la Figura 15. Las condiciones para esta deseabilidad corresponden a una amplitud
de ultrasonido de 59 %, temperatura de 58 °C, y una concentracion de etanol de 48% (m/m),
con los que se obtienen rendimientos de 50 + 4 mg de 5-CQA por cada 100 g de pulpa fresca

y de 3,9 £ 0,2 mg de C3R por cada 100 g de pulpa fresca.

Se puede notar que en los graficos ambas variables respuesta tienen un
comportamiento bastante similar (Figura 15). Un aumento en la temperatura y la
concentracion de etanol mejoran la extraccion, por esta razon se seleccionaron las
condiciones donde los valores de la curva de deseabilidad comienzan a ser constantes. En el
gréafico del ultrasonido se muestra que el efecto es casi el mismo con amplitudes bajas o altas,

por lo que se utilizo la zona donde la deseabilidad fue mayor. Hay que considerar que las
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amplitudes altas son recomendadas para solventes viscosos, y que con solventes poco
viscosos suelen impulsar la agitacion del medio y reducir los niveles de cavitacion (Tiwari,
2015).

Acido
5-cafeoilquinico
50,0+4 mg/100 g

Cianidina
3-rutinosido
3,9+0,2 mg/100 g

1.2 A

0.6

Deseabilidad
0,96

0,3

T L B T T
32 41 50 59 40 46 52 58 o064 30 39 48 57 0,3 0.6 09 1.2
Ultrasonido (%) Temperatura (°C) Cn Etanol (%) Deseabilidad
59 % 38°C 48 %

Condiciones optimas de funcion de deseabilidad

Figura 15. Diagrama con los distintos gréficos de la funcion de deseabilidad de extraccion
de los compuestos 5-CQA y C3R.

Con las condiciones seleccionadas que brindan la maxima extraccion (US 59 %, T 58
°C, y EtOH 48% (m/m), se realizé una prueba de validacién del modelo matematico. Los
resultados se muestran en el Cuadro X como promedios y sus intervalos de confianza al 95%.
Si los rangos de concentracion observados se traslapan con los rangos calculados indican que

el modelo es adecuado para describir el comportamiento de la extraccion.
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Cuadro X. Validacion del modelo matematico descriptor de la extraccion de los compuestos
5-CQA y C3R presentes en la pulpa de café, US: 59 %, T: 58 °C y EtOH: 48 %

Variable Promedio Intervalo confianza Promedio Intervalo confianza
predicho predicho obtenido Obtenido
5-CQA 46,54 39,05-54,041 50,31 49,08-52,092
(mg /100 g)
C3R i 1 i 2
(mg/ 100 g) 3,69 3,50-3,88 2,96 2,79-3,14

! Resultados obtenidos con un 95% de confianza (n=3).
2 Resultados de los limites inferior y superior de los pardmetros de la ecuacion al 95% de confianza

Como producto de este anélisis se deduce que el modelo del 5-CQA logra predecir el
comportamiento de extraccion, dado que ambos rangos se traslapan; al mismo tiempo alcanza

una concentracion promedio mayor al promedio predicho.

Por otra parte, a pesar de que todos los valores estadisticos predictores fueron
correctos para el C3R, la prueba de verificacion indica que el modelo no predice el
comportamiento real de la extraccion. Este error de prediccion es atribuible, principalmente
a la simplicidad del modelo estadistico que solamente produjo dos términos significativos
por la diferencia de rendimiento tan pequefa entre las distintas condiciones paramétricas
(Rodrigues y Lemma, 2015). Ademas, las concentraciones obtenidas son bastante bajas por
lo que existe la probabilidad de que se presente un error o una variabilidad alta en la medicion,

lo cual evita la concordancia entre los valores predichos y los obtenidos.
5.2.4. Caracterizacion del extracto obtenido durante la validacion de los modelos

Los extractos de materiales vegetales son una mezcla de diversos compuestos
solubles fenolicos y no fendlicos. Un extracto con menor cantidad de impurezas o residuos y
mayor contenido de compuestos de interés, facilita los procesos de concentracién y

purificacion posteriores a su obtencién, incluyendo ahorro de tiempo, dinero y reactivos.
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Para tener una mejor informacion de la composicion quimica se analizaron los
extractos obtenidos con las condiciones Optimas de extraccion. Los resultados de los anélisis

fisicoquimicos se presentan a continuacion en el Cuadro XI.

Cuadro XI. Caracteristicas fisicoquimicas de los extractos etandlicos provenientes de la

prueba de verificacion del modelo de superficie de respuesta.

Parametro Resultado*
Humedad (g agua/100 g) 08 + 14
Cenizas (9/100 g) 0,189 + 0,005
Sacarosa (9/100 g) No detectable (<0,004)
Glucosa (9/100 g) 0,67 +0,09
Fructosa (g/100 g) 0,82 +0,12
Cafeina (mg/L) 338 + 31
**ORAC hidrofilico (umol/L) 13723+ 1425
pH 5,35+ 0,01
Solidos solubles (° Brix) 17,3401
Acido 5-cafeoilquinico (mg/100 g pulpa fresca) 50 + 1
Cianidina 3-rutindsido (mg/100 g pulpa fresca) 30402

*Se reportan en base himeda como el promedio + el intervalo de confianza (n=3), con un nivel de confianza
del 95 %.
**Siglas en inglés para la capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno (Oxygen Radical Absorbance

Capacity)

Cuando se busca optimizar un método de extraccion, lo primordial es obtener un alto
rendimiento de extracciéon con la minima contaminacion del extracto, y evitando la
degradacion de los compuestos Utiles (Tanase et al., 2018). Para concentrar los compuestos
fenolicos presentes, o especialmente cuando se desea un producto en polvo, normalmente
obtenido mediante secado por atomizacién, se requiere que el extracto inicial tenga una
cantidad muy baja o cero de azlcares para reducir inconvenientes por caramelizacion. El
extracto obtenido tiene buenas caracteristicas pues no tiene sacarosa, tiene pocos solidos
solubles, y posee cantidades de glucosa y fructosa bajas; ademas su contenido de cenizas,

gue se pueden considerar como una impureza, es también bastante bajo.
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No se encontraron datos comparables con los resultados del ORAC del extracto
analizado; sin embargo, es de esperar que sean menores a los reportados por Yashin et al.
(2013) del extracto etandlico del fruto completo (6 097 = 225 mmol/ g base seca), esta
diferencia dada principalmente por la gran cantidad de compuestos antioxidante presentes en
la semilla. No obstante, es posible inferir que la actividad antioxidante de la pulpa de café
fresca es menor a la aportada por el extracto etanolico obtenido, ya que el etanol aumenta la

capacidad reductora de los compuestos fendlicos.

La cafeina no fue uno de los compuestos de interés; sin embargo, por sus
caracteristicas positivas sobre la fisiologia humana representa un beneficio sumado a las
antocianinas y los acidos clorogénicos del extracto obtenido. La cantidad es similar a la
presente en varias marcas comerciales espafiolas de bebidas energéticas (314 mg/L), y mayor
que infusiones de té negro (89 mg/L), té verde (130 mg/L) y café instantaneo (70 mg/L)
(Rostagno et al., 2011).

Para cada variable respuesta se busco la mayor concentracion en los extractos
liquidos, puesto que son los compuestos de mayor interés para este estudio. Las cantidades
extraidas de 5-CQA (50 mg / 100 g pulpa) fueron bastante bajas comparadas a otros estudios
en subproductos de café en base hiumeda: 64-96 mg 5-CQA/ 100 g de cascara, 170 mg 5-
CQA/100 g cascara, 246 mg 5-CQA/100 g silverskin (Costa et al., 2017; Puga et al., 2017;
Iriondo-DeHond et al., 2019). También, la cantidad de C3R recuperada es mucho menor en
comparacion con lo reportado por Prata y Oliveira (2007) 19,2 mg por cada 100 g de cascara
de café fresca, utilizaron agua como solvente que resulta mejor para extraer antocianinas y
adicionalmente el método de medicion fue espectrofotométrico lo que podria estar

contabilizando otras antocianinas presentes en el café como la cianidina 3-glucésido.

Las cantidades obtenidas de los compuestos extraidos (variables respuesta) en este
estudio provienen de las estructuras que se encuentran libres en el interior de las células
vegetales de la superficie y el interior de la matriz. Una fraccion de los compuestos fendlicos
gue se encuentran ligados covalentemente a polimeros de las paredes celulares, solo pueden

ser obtenidos mediante hidrélisis y puede llegar a ser 83,7% del total presente en la pulpa de
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café (Rodriguez-Durén et al., 2018). Ademas de la porcion ligada a las paredes celulares de
la pulpa de café, se debe tomar en cuenta el contenido relevante de 5-CQA y C3R presente
en la fraccion liquida obtenida durante el prensado de la pulpa triturada (Figura 11), como se
muestra en el Cuadro XII es un aspecto que reduce los compuestos extraibles. Asimismo, la
humedad restante en el sustrato luego del prensado (60% humedad) puede competir con la
disolucién del soluto en el disolvente afectando la transferencia de masa y con esto el

rendimiento de extraccion (Chanioti et al., 2014).

Cuadro XlI. Rango del contenido de compuestos de interés presentes en los extractos del

residuo y en el jugo del prensado de la pulpa del café.

Compuesto
Muestra
5-CQA (mg/L) C3R (mg/L)
Extracto etandlico del residuo 15,10 - 52,55 2,32 -10,24
Jugo del prensado 143,15 - 269,25 15,45 - 37,51

Otro aspecto en consideracién es el metabisulfito que se agreg6 al residuo, lo que
genera una posibilidad de reaccion entre la cianidina-3-rutindsido y el sulfito dada
principalmente por la existencia de cationes y formas de antocianidinas, creando la formacion
reversible 1:1 de un complejo antocianina-bisulfito y reduciendo cantidad de C3R obtenida

en el analisis (Adams y Woodman, 1973).

5.3.  Modelos de las cinéticas de extraccion

Las curvas de las cinéticas de extraccion de las variables respuesta obtenidas de los
resultados experimentales fueron ajustadas a dos ecuaciones para determinar el modelo més

apropiado por medio de una regresién no lineal.

Se utilizé el modelo de Peleg (ecuacion 4) que contiene una ecuacion no exponencial
de dos parametros, y también el modelo propuesto por Patricelli (Ecuacion 5) que contiene
una ecuacion exponencial de cuatro pardmetros. Los resultados de los parametros estadisticos

de probabilidad del modelo (pmod), coeficiente de determinacion simple (R?) y ajustado (R%q;)
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se presentan en el Cuadro XIII, junto con las constantes de rapidez ki y ko, las

concentraciones obtenidas y calculadas a los 60 minutos y en el equilibrio.

Las concentraciones teoricas se obtuvieron mediante las ecuaciones obtenidas a partir
de las cinéticas de extraccion, utilizando como tiempo en comudn los 60 minutos. La
concentracion en equilibrio se refiere a la mayor cantidad de compuesto que se puede llegar

a tener en el tiempo segun la estimacion de las cinéticas, bajo condiciones especificas.

Cuadro XIII. Parametros estadisticos del modelo de Peleg y Patricelli aplicado a cada
variable respuesta (n=3)

] Peleg Patricelli
Parametro
5-CQA C3R 5-CQA C3R

Probabilidad del modelo (pmod) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Coeficiente determinacion (R?) 0,8075 0,9440 0,8705 0,9867
Coeficiente determinacion ajustado (R%;) 0,8011 0,9422 0,8566 0,9852
Constante de rapidez k;" 0,0317 0,2718 0,7483 1,0880
Constante de rapidez k, ™ 0,0093 0,1386 0,0227 0,0492

Concentracion observada, t= 60 min

(mg / L extracto) 110,34 7,44 110,34 7,44

Concentracioén tedrica, t= 60 min

(mg / L extracto) 101,75 6,99 111,25 7,39

Concentracion equilibrio (mg / L extracto) 107,53 7,22 128,53 7,55

" k1 Peleg: mL extracto-min/mg compuesto // Patricelli: mg compuesto/mL
k2 Peleg: mL extracto/mg compuesto // Patricelli: mg compuesto/mL

Segun lo mostrado en el Cuadro XIII, el modelo de Peleg no describe de la mejor
manera el perfil cinético de la extraccion del 5-CQA, los valores predichos no se ajustan muy
bien a los observados, incluso la concentracion en el equilibrio es menor que la obtenida a
los 60 min de extraccidn. La cinética de extraccion del C3R es descrita de mejor forma como

se evidencia en los coeficientes de determinacion. Este modelo ha sido utilizado para

60



describir extracciones debido a la similitud entre las curvas de las cinéticas de sorcién y de
extraccion; no obstante, originalmente se desarrollé para medir cinéticas de hidratacion o
deshidratacion por esta razon es posible que algunas veces no funcione bien en las

extracciones (Buci¢-Koji¢ et al., 2007).

Para cada variable el modelo de Patricelli describe mejor el comportamiento
experimental, especialmente para el C3R que obtuvo el coeficiente R%gq mayor a 0,95. Por
lo que se toma como el modelo descriptivo de las cinéticas en este estudio. Al ser el
coeficiente k1 mayor que el ko, indica que la etapa de lavado es mucho mas rapida que la
etapa de difusion, aplicable a la disolucion de los compuestos de interés localizados en la
superficie y en las células rotas de la matriz, como se ha mencionado se logran extraer los
compuestos que se encuentran en su forma libre. La etapa de difusion es lenta dado
principalmente por limitaciones de transferencia de masa, del movimiento de los compuestos

remanentes hacia el disolvente a través de células intactas (Carciochi et al., 2018).

Los coeficientes de determinacién de ambos modelos para la cinética de extraccion
del C3R, son mayores que los obtenidos para el 5-CQA, lo que quiere decir que la variacion
entre las concentraciones obtenidas a lo largo de la extraccién es mucho mas alta en 5-CQA

afectando la precision en las predicciones del comportamiento de los datos.

Dos de las corridas del 5-CQA tienen un comportamiento similar; la desviacién se da
especificamente en una de las repeticiones que presenta valores muy bajos, causando el mal
ajuste en el modelado de la cinética. Por otra parte, la baja concentracion de C3R, hace que
los valores cambien en proporciones muy pequefias como para afectar negativamente los

coeficientes R? y R?g;, asi como se observa en la Figura 16b.

En las graficas de la Figura 16, se muestra el comportamiento de la extraccion de los
compuestos C3R y 5-CQA en el tiempo. Se nota una tasa alta de extraccion en los primeros
15 min, seguida una tasa menos pronunciada el resto del tiempo. En los resultados
experimentales para el 5-CQA se presenta una gran variacion (Figura 16a), las lineas de
prediccion (rojas) no estan muy ajustadas a las lineas de confianza (azules), lo cual explica

los valores bajos de los coeficientes de determinacion.
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Figura 16. Curvas de las cinéticas de Patricelli a) 5-CQA y b) C3R, utilizando las

condiciones 59 °C, 58 % US, 48% etanol (n=3). Lineas rojas: Intervalos de prediccidn. Lineas

azules: Intervalos de confianza

En ambos casos, se observa una fase de lavado muy corta, lo que podria ser por la
temperatura que aumenta el poder de solvatacion del disolvente. También, se ha determinado
que el ultrasonido tiene un efecto sobre esta fase y no sobre la etapa de difusion, haciéndola
mas corta, por esta razén reduce los tiempos de extraccion en comparacion con los métodos

tradicionales (Chan et al., 2014).

Asimismo, se observa que la fase de difusién disminuye progresivamente conforme
aumenta el tiempo de extraccién, debido a la reduccién del gradiente de concentracion y que
el rendimiento de extraccion se acerca al valor en el equilibrio; ademas de que existen
estructuras mas afines a la matriz vegetal y colocadas en regiones mas lejanas a la superficie,

lo que hace més dificil el proceso de difusion (Hadrich et al., 2016).

Para efectos practicos se eligié terminar la extraccion a los 60 minutos, ya que se tiene
mas de 85% de extraccion total del 5-CQA y 98% de C3R vy, ademas entendiéndolo como
una operacion real, el utilizar periodos demasiado largos para obtener una concentracion un

poco mayor implica pérdidas de eficiencia del sistema.
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Al aumentar el tiempo de extraccion se obtiene un mayor rendimiento de los
compuestos fenolicos, sin embargo, se puede decir que las condiciones elegidas en las
pruebas anteriores son bastante efectivas, teniendo presente que la cantidad extraida en 25
minutos, 101,4 mg 5-CQA por litro de extracto y 5,97 mg C3R por litro de extracto, es
aproximadamente 92% para el 5-CQA y 80% para el C3R del total extraido en 60 minutos.
Se obtiene 79 % del total de 5-CQA y de C3R que podrian ser extraidos durante este tiempo
relativamente corto, lo que indica buenas condiciones para la valorizacion de la pulpa antes

que lleve algun otro proceso final.
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6. Conclusiones

Con los resultados del disefio de Plackett-Burman se establece que la extraccion del 5-
CQA a partir de pulpa de café fresca es afectada por cinco factores principales, de mayor
a menor efecto: concentracidn de etanol, la amplitud del ultrasonido y la temperatura, pH

y tiempo de extraccion.

Con los resultados del disefio de Plackett-Burman se establece que la extraccion del C3R
a partir de pulpa de café fresca es afectada por cinco factores principales, de mayor a
menor efecto: amplitud de ultrasonido, tiempo de extraccion, velocidad de agitacion,
temperatura y pH.

El modelo cuadratico de extraccion de 5-CQA establece que su concentracién es funcion
lineal positiva de la temperatura y concentracion de etanol, que el etanol ejerce un efecto
cuadratico negativo y que es afectada por las interacciones temperatura-ultrasonido y

ultrasonido-concentracion de etanol

El modelo cuadratico de extraccion de C3R depende principalmente de la temperatura y
de la interaccion positiva ultrasonido-etanol, que son los Unicos parametros
significativos. El ultrasonido y el etanol no tienen efecto de extraccion por si solos, pero

el efecto es relevante cuando se utilizan ambas variables en conjunto.

La extraccion de 5-CQA y del C3R se maximiza utilizando una concentracion de etanol
48%, una temperatura de 59°C y una amplitud de ultrasonido de 58 %, con lo cual se
obtiene una deseabilidad del 96% y unas concentraciones de 50 + 1 mg de 5-CQA 'y 3,0
+ 0,2 mg de C3R por cada 100 g pulpa fresca.

Los modelos generados a partir del disefio central compuesto predicen correctamente el

comportamiento de extraccién del 5-CQA, pero no del C3R.

El contenido de cenizas (0,189 g/100 g) y de azUcares simples (1,49 g/100 g) del extracto
obtenido es bajo representando una ventaja para tratamientos posteriores de secado o

purificacion.
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El modelo de Patricelli, que describe dos etapas de extraccion, es mas adecuado para
describir las cinéticas de extraccion del 5-CQA y del C3R que el modelo de Peleg.

En 60 minutos de extraccion bajo las condiciones establecidas en el estudio de superficie
de respuesta se obtiene 98% de la concentracion total extraible de C3R y 85% del total
extraible de 5-CQA.

El tiempo de extraccion de 25 minutos, es suficiente para extraer el 92% de 5-CQA y

80% de C3R obtenidos en una extraccion de 60 minutos.

7. Recomendaciones

Utilizar un sistema de extraccion cerrado para evitar la pérdida de disolvente por

evaporacion.

Determinar el contenido de polifenoles totales y antocianinas totales, y de taninos en la
muestra inicial y en el extracto, lo que puede aportar mayor informacion sobre otros

compuestos benéficos presentes en el extracto que pueden aportar actividad antioxidante.

Comparar el rendimiento y el poder antioxidante obtenidos con la extraccion

convencional y con la asistida por ultrasonido.

Realizar pruebas de extracciones en dos o tres etapas, para ensayar mejoras en los

rendimientos de extraccion.

Analizar la posibilidad de utilizar técnicas de concentracion y secado por aspersion para

obtener un producto con potencial uso nutracéutico o como aditivo alimentario.
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9. Anexos
9.1 Prueba de discriminacion con el disefio de Plackett-Burman

9.1.1 Resultados de rendimiento de 5-CQA y C3R

Cuadro XI1V. Valores obtenidos de acido 5-cafeoilquinico y cianidina 3-rutinosido, a partir
de las combinaciones de factores para la prueba de discriminacion Plackett-Burman.

Variables independientes! Variables respuesta®

C3R 5-CQA

TCO) tmin) pH nS1//|an) EZ;’;;‘)O' ﬁ}/f’? FUS \(’r'pﬁ)' mg/100 g mgg 100
pulpa Pulpa
50 (+1) 10(-1) 5(+1) 1/10(-1) 0 (-1) 0(-1)  Continuo (+1) 220 (+1) 2,85 38,89
50(+1) 40(+1) 35(1) 15(+1) 0(1) 0(-1) 15/15 (-1) 220 (+1) 3,16 31,90
20(-1) 40(+1) 5(+1) 1/10(-1) 30(+1)  O0(1) 15/15 (-1) 0 (-1) 3,02 48,66
50 (+1) 10(-1) 5(+1) 1/5(+1) 0(-1) 40 (+1) 15/15 (-1) 0(-1) 3,80 51,54
50(+1) 40(+1) 35(1) 1/5(+1) 30(+1) 0(-1) Continuo (+1)  0(-1) 3,15 52,26
50(+1) 40(+1) 5(+1) 1/10(-1) 30(+1) 40(+1) 15/15 (-1) 220 (+1) 3,37 65,36
20(-1) 40(+1) 5(+1) 1/5(+1) 0(-1) 40 (+1)  Continuo (+1)  0(-1) 4,15 44,50
20(-1) 10(-1) 5(+1) 1/5(+1) 30 (+1) 0(-1) Continuo (+1) 220 (+1) 2,14 40,50
20(-1) 10(-1) 35(1) 1/5(+1) 30(+1) 40(+1) 15/15 (-1) 220 (+1) 2,61 44,26
50 (+1)  10(-1) 35(-1) 1/10(-1) 30(+1) 40(+1)  Continuo (+1)  0(-1) 3,21 55,57
20(-1) 40(+1) 3,5(1) 1/10(-1) O0(1) 40 (+1)  Continuo (+1) 220 (+1) 2,79 40,32
20(-1) 10(-1) 35(1) 1/10(-1) O0(1) 0(-1) 15/15 (-1) 0(-1) 2,23 27,59

T: temperatura. t: tiempo. S/D: Relacion sélido/disolvente. Etanol: Concentracién de solucion de etanol. AUS:
Porcentaje de amplitud de ultrasonido. FUS: Forma uso de ultrasonido, continuo o lapsos de 15 s encendido/15s
apagado. V. Ag.: Velocidad de agitacion. Valores entre paréntesis corresponden a los valores codificados para
cada variable independiente.

2 C3R: cianidina 3-rutindsido. C5Q: Acido 5-cafeoilquinico
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9.1.2. Efecto estimado y analisis de varianza para Plackett-Burman de cada variable

respuesta

9.1.2.1. Acido 5-cafeoilquinico

Cuadro XV. Efecto estimado para cada variable independiente para el modelo del 5-CQA.

Error

- (o) (0)
Factor Efecto estandar t(3) p 90 % +90 %
Mean/Intercepto 45,1117  0,86003 52,4535 0,000015* 43,0877 47,1357
Temperatura (°C) 82841 172006 48161 001705 42361 12,3320
Tiempo (min) 41062  1,72006  2,3872  0,09698*  0,0582 8,541
pH 62606  1,72006  3,6397  0,03575* 22127 10,3085
Relacion S/D (g/g)  -1,9057  1,72006  -1,1079  0,34874  -59536  2,1423
Concentracion -
atanol (%) 11,9802 1,72006 69650  0,00607 79323 16,0281
Amplitud 10,2929 1,72006 59840  0,00934* 62449 14,3408
ultrasonido (%)
Frecuencia 04583  1,72006 02664 080717  -3,5897  4,5062
ultrasonido
Velocidad 31480 172006 -18302 016464  -7.1960  0,8999

agitacién (rpm)
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Cuadro XVI. Andlisis de varianza del modelo disefiado con Plackett-Burman para el 5-

CQA.

Factor SS df MS F p
Temperatura (°C) 205,877 1 2058771 23,19518 0,017052*
Tiempo (min) 50,582 1 50,5820 5,69883  0,096984*
pH 117,586 1 117,5856 13,24781 0,035748*
Relacion S/D (g/g) 10,895 1 10,8949 1,22748 0,348740
Concentracidn etanol (%) 430,575 1 430,5752 48,51084  0,006073*
Amplitud ultrasonido (%0) 317,830 1 317,8297 35,80834  0,009343*
Frecuencia ultrasonido 0,630 1 0,6300 0,07098 0,807172
Velocidad agitacién (rpm) 29,730 1 29,7302 3,34955 0,164640

Error 26,628 3 8,8759
Total SS 1190,332 11

70
65
60
55
50
45

40

Valores predichos

35
30
25

20

20 25 30 35 40

45
Valores observados

50 55

65 70

Figura 17. Gréaficos de valores predichos vs observados para el modelo del rendimiento de
acido 5-cafeoilquinico generado del disefio Plackett-Burman.
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9.1.2.2. Cianidina 3-rutinésido

Cuadro XVII. Efecto estimado para cada variable independiente para el modelo del C3R

Factor Efecto Error t(3) P -90 % +90 %
estandar
Mean/Intercepto  3,040080  0,073002 41,64365 0,000030*  2,868279  3,211881
Tem?fcr‘;‘t“ra 0431770  0,146005 2,95724 0,059676*  0,088168  0,775371
Tiempo (min) 0464132  0,146005 3,17889 0,050137*  0,120531  0,807734
pH 0361174 0146005 247372 0089768  0,017572  0,704776
Re'a(cg;/ogr; S/D 0258955 0,146005 177361 0174233  -0,084647  0,602556
Concentracion
atanol (%) -0,245591  0,146005 -1,68208 0,191144  -0,589193  0,098011
Amplitud 0,563270  0,146005 3,85790 0,030776*  0,219669  0,906872
ultrasonido (%o)
Frecuencia 0,015334 0,146005 0,10503  0,922984  -0,328267  0,358936
ultrasonido
Velocidad -0,442766  0,146005 -3,03255 0,056197*  -0,786368  -0,099164

agitacién (rpm)

Cuadro XVII1. Analisis de varianza del modelo disefiado con Plackett-Burman para el C3R.

Factor SS df MS F p
Temperatura (°C) 0,559275 1 0,559275 8,74524 0,059676
Tiempo (min) 0,646256 1 0,646256 10,10534 0,050137
pH 0,391340 1 0,391340 6,11929 0,089768
Relacion S/D (g/g) 0,201173 1 0,201173 3,14568 0,174233
Concentracion etanol (%) 0,180945 1 0,180945 2,82939 0,191144
Amplitud ultrasonido (%) 0,951821 1 0,951821 14,88337 0,030776
Frecuencia ultrasonido 0,000705 1 0,000705 0,01103 0,922984
Velocidad agitacion (rpm) 0,588125 1 0,588125 9,19636 0,056197

Error 0,191856 3 0,063952
SS Total 3,711496 11
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Valores predichos

4,2

4,0
38
36
34
3,2
30
2,8
2,6
2,4
2,2

2,0
15

2,0

2,5 3,0
Valores observados

3,5

4,0

4,5

Figura 18. Gréficos de valores predichos vs observados para el modelo del rendimiento de

cianidina 3-rutindsido generado del disefio Plackett-Burman.
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9.2 Andlisis de los modelos mediante superficie de respuesta
9.2.1 Resultados obtenidos para las corridas de DCCR

Cuadro XIX. Resultados obtenidos de cada variable respuesta para las diferentes
condiciones de ultrasonido, temperatura y concentracion de etanol utilizadas en la
optimizacion de la extraccion en estudio. Con un coeficiente de variacion de puntos centrales:
C5Q 4,95% y C3R 1,72%.

Variables independientes Variables respuesta
uﬁ?;rs)g;lijgo Tem;()oeé;:\tu ra C(I)Er;girétlrg;)i;jn (?15?0%9 (mZ?l%Og IanLé:egocli(a de
(%) pulpa) pulpa)

32 (-1) 28,1 (-1) 12,2 (-1) 36,44 3,22 0,0664
32(-1) 28,1 (-1) 47,8 (+1) 34,76 2,95 0,0086
32(-1) 51,9 (+1) 12,2 (-1) 38,63 3,34 0,6495*
32(-1) 51,9 (+1) 47,8 (+1) 46,27 3,59 0,0077
68 (+1) 28,1 (-1) 12,2 (-1) 39,19 3,18 0,1170
68 (+1) 28,1 (-1) 47,8 (+1) 43,47 3,27 0,1415
68 (+1) 51,9 (+1) 12,2 (-1) 37,36 3,39 0,1135
68 (+1) 51,9 (+1) 47,8 (+1) 48,21 3,68 0,02960

20 (-1,68) 40,0 (0) 30,0 (0) 41,08 3,32 0,1820

80 (+1,68) 40,0 (0) 30,0 (0) 44,25 3,46 0,0036
50 (0) 20,0 (-1,68) 30,0 (0) 38,64 3,22 0,00022
50 (0) 60,0 (+1,68) 30,0 (0) 48,34 3,80 0,2519
50 (0) 40,0 (0) 0,0 (-1,68) 37,31 3,28 0,4406
50 (0) 40,0 (0) 60,0 (+1,68) 41,75 3,52 0,0313
50 (0) 40,0 (0) 30,0 (0) 39,56 3,40 0,0495
50 (0) 40,0 (0) 30,0 (0) 40,33 3,44 0,0259
50 (0) 40,0 (0) 30,0 (0) 44,95 3,29 0,0431
50 (0) 40,0 (0) 30,0 (0) 42,29 3,30 0,000019
50 (0) 40,0 (0) 30,0 (0) 42,53 3,37 0,00021
50 (0) 40,0 (0) 30,0 (0) 44,17 3,36 0,02112

1C5Q: 4cido 5-cafeoilquinico, mg de acido 5-cafeoilquinico/100 g pulpa de café C3R: cianidina 3-rutindsido,
mg de cianidina 3-rutindsido/100 g de pulpa de café.

2V/alores entre paréntesis representan los niveles codificados para cada variable independiente

* NUmero de mayor distancia segun la influencia de Cook.
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9.2.2 Andlisis de varianza

Cuadro XX. Analisis de varianza y de la falta de ajuste para el C5Q.

Fuente  orados  Sumauadrados - Cuadfado medio  pojacign E - pron> ¥
Modelo 9 245,50598 27,2784 9,6174 0,0012*
Error 9 25,52726 2,8364
Total 18 271,03324
Falta ajuste 4 3,56651 0,89163 0,2030 0,9262
Error puro 5 21,96075 4,39215
Error total 9 25,52726

Cuadro XXI. Analisis de varianza y de la falta de ajuste para el C3R.

Grados Suma cuadrados Cuadrado medio Relacion E Prob > F

Fuente libertad (SC) (CM)
Modelo 9 0,602989 0,066999 11,4407 0,0006*
Error 9 0,052706 0,005856
Total 18 0,655695
Falta ajuste 4 0,036106 0,009026 2,7188 0,1510
Error puro 5 0,016600 0,003320
Error total 9 0,052706
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9.2.3 Evaluacion de validez de modelos

Acido 5-cafeoilquinico (mg/100 g)
Actual

35 ' 4(I) ' 4I5 ' 50
Acido 5-cafeoilquinico (mg/100
Predicho P=0,0012 RSq=0,91

Cianidina 3-rutindsido (mg/100 g)
Actual

3 3,'3 3,|6 3,9
Cianidina 3-rutindsido (mg/100
Predicho P=0,0006 RSq=0,92

Figura 19. Graficos de dispersion de los valores observados contra los predichos de los

modelos generados por superficies de respuesta de a) 5-CQA y b) C3R.
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9.3 Modelado de las cinéticas de extraccion en region de mayor extraccion

9.3.1 Regresion no lineal de los modelos cinéticos

Cuadro XXII. Resultados del analisis de regresion no lineal de los modelos utilizados para
la extraccion de cada variable respuesta.

Grados Suma Cuadrado Relacion Error
Modelo Fuente libertad cuadrados medio £ Prob >F estandar
(SC) (CM) estimado
Regresion 4 16561,35  5520,449 62,7205  <0,0001* 93817
Patricelli .
5-COA Residual 28 2464,468 88,0167
Total 32 1902582 613,736
Regresion 1 15364,04  15364,04 1258735 <0,0001* 11,048
Peleg .
5.COA Residual 30 3661,781  122,0594
Total 31 1902582 613,736
Regresion 3 65,1659 21,722 6909101 <0,0001* 01773
Patricelli - posidual 28 0,8803 0,0314
C3R ' ’
Total 31 66,0462 2,1305
Regresion 1 62,3496 62,3496 5059941 <0,0001*  0,3510
Peleg .
C3R Residual 30 3,6967 0,1232
Total 31 66,0462 2,1305
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