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RESUMEN

Se efectud la evaluacién de cinco empaques flexibles de venta en el mercado
costarricense, con el fin de seleccionar los tres empaques que contaron con las mejores
capacidades de barrera y sellabilidad, para el posterior estudio de almacenamiento de la
broza de café deshidratada. Los empaques evaluados fueron el P-600 (PET/PE/AL), P-800
(PET/PETmet/UV blanco), PET Metal (PP/PETmet/PE), Kraft Metalizado (Kraft/PE/Al) y
EE.

La evaluacion del sellado correcto de cada material se efectud mediante la
visualizacion de fugas con cdmara al vacio, y el sello se realizo con selladora de impulso
eléctrico y de superficie caliente. Mientras que la velocidad de transmision de vapor de
agua (VTVA) vy el coeficiente de permeabilidad (P), como propiedades de barrera, fueron
evaluadas a 23°C y 35 °C. Se obtuvo como resultados una disminucién generalizada en la
capacidad de barrera de los empaques hacia el permeante al aumentar la temperatura. Los
valores experimentales de VTVA y P a 23 °C fueron de 24,74-77,55 g/m®.24h y 1,26 x10°
1. 4,36 x10™! g-m/m?-s-Pa respectivamente, y a 35 °C de 48,80-92,13 g/m?-24h y 2,50 x10°
116,08 x10™ g-m/m?-s-Pa respectivamente. En donde el orden de los valores mas bajos o
mayor capacidad de barrera segin empaque fue de P-600 >PET Met >EE, motivo por el
cual estos tres empaques fueron los utilizados para el posterior estudio de almacenamiento
(10 meses) de la broza de café deshidratada en condiciones controladas (25°C/35°C/22°C)
y en las condiciones reales que se realizan en un almacén (22-35°C/35°C/22°C).

En dicho estudio se cuantificd, a lo largo de cada mes de almacenamiento, las
variaciones en la concentracion de cianidina 3-o-rutinosido (mg/g) y acido clorogénico
(mg/g) con HPLC a 512nm y 327 nm respectivamente, % de humedad por
termogravimetria, actividad del agua (aw), color instrumental (L*, C*, h°, AE), percepcion
sensorial (sabor y color mediante pruebas 2-AFC con iniciador), ausencia/presencia de
Salmonella sp. (previo a los analisis sensoriales) y crecimientos logaritmicos (Log UFC/g)
de mohos y levaduras, coliformes totales y coliformes fecales de la broza de café
deshidratada correspondiente a tres fechas diferentes de recoleccion de cosecha (tres
bloques), y los tres empaques previamente seleccionados (P-600, PET Metal y EE) y dos
condiciones de almacenamiento (reales y controladas). Se obtuvo que las condiciones de
almacenamiento reales fueron mas favorables para la conservacion de las variables
respuestas medidas, en conjunto con el empaque P-600, y seguido por el EE.

Ademas, se realizaron cinéticas de degradacion de cianidina 3-0- rutindsido y acido
clorogénico como los dos principales compuestos con capacidad antioxidante, en donde se
obtuvo que la degradacion de ambos compuestos siguié un modelo de primer orden. Por lo
que se recomienda mantener las condiciones reales de almacenamiento, en conjunto con el
empaque EE o el empaque P-600.



1. JUSTIFICACION

El crecimiento de la cultura del café ha traido consigo grandes cambios en las
tendencias de consumo de bebidas. No obstante, sus progresos econdmicos se han visto
opacados por la generacion directa y significativa de dafios a nivel ambiental (Ribeiro et al.,
2014; Decazy et al., 2003). Esto debido a que, en el proceso de industrializacion del café,
se utiliza anicamente entre un 10%-20% del volumen total del fruto fresco y maduro; el

resto se considera residuo (Kassu, 2010).

La produccién de broza de café (corresponde a la cascara y pulpa del café), como
principal residuo agroindustrial generado tras el proceso de despulpado del café (también
denominado chancado), es de aproximadamente 3 a 4 mil toneladas por afio. Su principal
aprovechamiento se efectla en abono para plantas y alimento para animales, por lo que se
desaprovecha su potencial como matriz alimentaria con un importante contenido de
nutrientes para la salud humana (OIC, 2005; Farah, 2012).

No obstante, el creciente interés por la valorizacion de los subproductos de la
agroindustria ha permitido dar a conocer la composicion quimica de la broza y, a su vez,
ha incentivado su uso en el desarrollo de investigaciones cientificas enfocadas en la
innovacion y creacion de alimentos con propiedades promotoras de la salud (Favela et al.,
2004; Villalta, 2016; Vargas, 2009; Quirds, 2014; Moreau, 2003; Rathinavelu & Graziosi,
2005).

Lo anterior se debe a que la broza de café esta compuesta por fibra, proteinas,
carbohidratos, compuestos antioxidantes y fenolicos. (Arrellano, 2009; Murthy et al.,
2012). La concentracion elevada de estos ultimos compuestos hace que se le catalogue
como una materia prima de gran valor y con gran potencial de uso en la industria
alimentaria. Los compuestos con capacidad antioxidante son moléculas que tienen la
capacidad de retrasar o prevenir la aparicion de ciertas enfermedades mediante la
neutralizacion de los radicales libres (Kusoki et al., 2005; Sayago & Gofi, 2010;
Valenzuela & Maiz, 2006).



Es importante destacar que actualmente la capacidad antioxidante se emplea como
un buen indicador para categorizar los alimentos con potencialidad para ser consumidos
con mayor frecuencia. De igual manera, es importante recalcar que la produccion de
alimentos con propiedades que contribuyen a la salud de los consumidores (alimentos
funcionales) ha generado un impacto significativo a nivel mundial. Los factores
determinantes del desarrollo y venta de alimentos funcionales se asocian a un aumento de
enfermedades degenerativas, aumento del poder adquisitivo, mayor conocimiento de los
consumidores de la relacion dieta-salud, entre otros factores (Soto et al., 2006; Sedo, 2001;
Barrena & Sanchez, 2004).

En Costa Rica se produce la broza de café deshidratada como una alternativa que
permite aumentar el valor agregado al sector cafetalero costarricense, mediante la
incorporacion de productos comestibles a partir de subproductos considerados como
desechos. Actualmente, su produccién a nivel industrial se realiza en un micro beneficio
ubicado en la provincia de Alajuela, Costa Rica. En dicho micro beneficio, las condiciones
de produccion desarrolladas garantizan la obtencion de un producto inocuo, estable, con
cantidades apreciables de compuestos antioxidantes, alto contenido de antocianinas y una

coloracion atractiva debido a las tonalidades rojo-violeta.

La alta capacidad antioxidante de la broza de café deshidratada esta relacionada con
las concentraciones de &cido clorogénico (éster del acido caféico y quinico) y antocianinas
presentes en su composicién. EI primero es el principal compuesto responsable del sabor
astringente, pero también posee influencia directa en la pigmentacion de la fruta del café
(Duarte et al., 2010). Por otra parte, las antocianinas son los pigmentos hidrosolubles

mayoritarios responsables de la coloracion rojo-violeta (Esquivel & Jiménez, 2011).

Los productos ricos en compuestos antioxidantes poseen la desventaja de ser
altamente susceptibles al deterioro por diversos factores, como por ejemplo, las
antocianinas son afectadas por altas temperaturas, luz, oxigeno, pH mayores a 4, metales,
valores altos de actividad del agua, entre otros (Ortiz et al., 2011; Bolafios, 2015). El acido
clorogeénico es susceptible al oxigeno, la luz y a los agentes oxidantes/reductores (Duarte et

al., 2010). Por este motivo, las condiciones de almacenamiento, transporte y tipo de



empaque constituyen factores importantes a considerar para reducir las pérdidas de
compuestos con capacidad antioxidante en matrices alimentarias, como lo es la broza de

café deshidratada.

La seleccién del empaque que mejor conserve la capacidad antioxidante de un
alimento se puede efectuar con base en un estudio que permita cuantificar a lo largo de un
determinado tiempo las pérdidas de nutrimentos y cambios sensoriales asociados con la

temperatura de almacenamiento (que puede incluir el transporte) y el tipo de empaque.

En el caso especifico de la broza de café deshidratada, la ejecucion de un estudio de
almacenamiento para determinar si hay degradacion o no de la capacidad antioxidante
resulta de especial interés debido a que es un producto de exportacion que experimenta
constantes fluctuaciones de temperatura durante su transporte via maritima. Ademas, existe
una notoria diferencia de temperaturas entre el pais de origen (Costa Rica) y los paises de
entrega (Estados Unidos, Canadd, Japdn y los paises europeos), por lo que el alimento se
vuelve mas susceptible al dafio si no se emplea un empaque adecuado que permita mitigar

los cambios bruscos en las condiciones de almacenamiento y el transporte.

El transporte y almacenamiento son los riesgos que se obvian a través de la cadena
de produccion, ya que se desarrollan mayoritariamente procesos que conserven las
propiedades nutricionales (Goodwin & Young, 2011). No obstante, varios estudios
mencionan que la degradacion de pigmentos y compuestos biofuncionales ocurre en dichas
etapas de la cadena, siendo el transporte uno de los puntos donde menos control se ejerce
en los productos, debido al alto costo que implica mejorar las condiciones (uso de
refrigeracion o aislamiento) (Butzke et al., 2012; Wicklund et al., 2005; Ananingsih et al.,
2011; Ordofiez et al., 2009; Karkuland et al., 2014).

Es importante destacar que temperaturas de comercializacion entre 22-25 °C se
consideran idoneas para la conservacion de la capacidad antioxidante y contenido de
antocianinas (Buenaventura & Castafio, 2002), mientras que a 40 °C la velocidad de
pérdida de los polifenoles bioactivos (Urrea et al., 2012) y nutrientes en general (Espinoza
et al., 2008) es mayor. Ademas, el color y el contenido de antocianinas presentan una



degradacion acelerada cuando se exponen a temperaturas de 55 y 80 °C, pero no para

temperatura ambiente, condiciones de refrigeracion y congelacion (Villalta, 2016).

Ahora bien, como se menciond con anterioridad, la conservacion a través del tiempo
de los nutrientes presentes en los alimentos requiere el uso de materiales de empaque
adecuados, ya sean mono o multi capas (Quintana et al., 2007; Castafio et al., 2004).
Dichos materiales deben tener altas propiedades de barrera contra la humedad, luz y
oxigeno, principalmente. Esto debido a que se ha documentado, a través de estudios de
almacenamiento, que los empaques sometidos a algun tipo de transporte permitieron mayor
paso de humedad en comparacion con los que no pasaron por dicho proceso. Ademas, la
vibracion gener6 fatiga y resquebrajamiento de los empaques, por lo que se generé una
disminucion en sus propiedades de barrera (Dunno et al., 2016).

El presente estudio pretende evaluar el efecto del almacenamiento de la broza de
café deshidratada sobre la conservacion de sus propiedades fisicoquimicas y sensoriales
como producto de alto valor nutricional. Para ello, se procedera a analizar diferentes tipos
de empaques flexibles, cuyas caracteristicas mecénicas y fisicas permitan conservar las
principales propiedades de interés en el producto. Dentro de dichas propiedades destacan el
sabor caracteristico, la coloracion atractiva rojo-violeta relacionada con el contenido de
antocianinas, la capacidad antioxidante en funcion de la concentracion de antocianinas y
acido clorogénico y el mantenimiento de las condiciones microbioldgicas aptas para ser
catalogada como un alimento inocuo (Jacuinde et al., 2006).



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar las condiciones de empaque y temperatura de almacenamiento en

condiciones reales (actuales) y condiciones controladas de la broza de café deshidratada

que permitan conservar las propiedades fisicoquimicas y sensoriales durante un tiempo de

almacenamiento que corresponda al periodo total de comercializacion del producto de

broza deshidratada (desde que se produce hasta que se consume).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

221

2.2.2

2.2.3

Seleccionar las mejores estructuras de empaque, evaluando las propiedades
de permeabilidad de gases y el sello, de diferentes tipos de empaque, para su
posterior uso en la conservacion del contenido de antocianinas y acidos
clorogénicos con capacidad antioxidante presentes en la broza de café
deshidratada.

Evaluar la influencia de la temperatura y tipo de empaque durante el
almacenamiento de la broza de café deshidratada sobre las variaciones en la
capacidad antioxidante asociada al contenido de antocianinas y acido
clorogénico, contenido de humedad, color y sabor para la recomendacion de
la temperatura de almacenamiento y tipo de empaque.

Determinar la estabilidad microbioldgica de la broza de café deshidratada en
funciéon de las variaciones de la temperatura y tipo de empaque para la
garantia de la calidad e inocuidad microbiologica durante las condiciones de
almacenamiento que corresponden al periodo total de comercializacion del

producto de broza deshidratada.



3. MARCO TEORICO

3.1 Generalidades del grano de café

El grano de café se obtiene de la fruta del arbusto del género Coffea de la familia
Rubiacea. Las principales especies con importancia economica a nivel mundial son Coffea
Arébica (Arabica) y Coffea Canephora (Robusta). Las cuales representan el 75% y 25% de
la produccion mundial de café, respectivamente (Mussatto et al., 2011b).

En Costa Rica se cultiva Unicamente café de la especie Arabica, en donde
predominan las variedades Caturra y Catuai. Dichas variedades brindan un grano con
mayor calidad, asi como también caracteristicas sensoriales agradables (olor y sabor) que

garantizan una calidad superior en cada taza de café (Mora, 2008).

En cuanto al sector cafetalero costarricense, el proceso de obtencion del grano del
café se tiene estandarizado por medio de la via himeda, debido a la variedad que se
produce (C. Arabica). Dicho método permite una mejor conservacion de la calidad del café,
pero posee la desventaja de generar grandes cantidades de residuos, dentro de los cuales
destaca la broza (Mora, 2008).

Las cantidades tan altas de residuos generados durante el procesamiento del café se
hacen alin mas notables si se parte del entendimiento de que el café es el segundo producto
que mayor cantidad de divisas moviliza a nivel mundial, superado Unicamente por el
petréleo. Su consumo a nivel global, para el afio 2018, fue de 161 739 000 sacos (cada saco
con 60 kilogramos de producto), lo cual representa aproximadamente 600 mil millones de
tazas de café. Adicionalmente, para ese mismo afio, se contabilizd una produccién total de
café de 168 093 000 sacos (cada saco con 60 kilos de producto) generada por todos los
paises exportadores (OCI, 2019a; OCI, 2019b).



3.2 Broza de café

La broza representa la pulpa y céscara obtenidas como primer producto de desecho
durante el procesamiento agroindustrial del café. La céscara y la pulpa constituyen
aproximadamente un 12% y 29% del peso seco del fruto de café, respectivamente (Blinova
et al., 2017). Dichos porcentajes equivalen a la generacion de 0,5 toneladas de pulpa y 0,18
toneladas de cascara por cada tonelada de café recién procesado (Janissen & Huynh, 2018).

En cuanto al impacto a nivel global de la generacion de broza, se debe destacar que
la Federacion Nacional de Cafeteros de Colombia (2010) publicé que en dicho pais se
producen al afio 162 900 toneladas de broza por cada millén de sacos de café de 60 kg que
se exportan. La cantidad previamente mencionada es equivalente a una contaminacion

ambiental generada durante un afio por una poblacion de 868 738 habitantes.

Las anteriores son cifras que se pueden considerar alarmantes debido a que
Colombia es el tercer pais con mayor produccién de café a nivel mundial (9,42% de la
produccién mundial), siendo solamente superado por Brasil (30,16%) y Vietham (19,18%)
(OCI, 2019 c). Por lo tanto, el impacto negativo a nivel ambiental que posee la produccion
de broza de café como residuo de la actividad cafetalera es un tema que debe ser abordado
con prioridad tomando en consideracion que el café se cataloga como una de las bebidas

con mayor posicionamiento y consumo a nivel mundial.

Ahora bien, en Costa Rica, el procesamiento industrial del café permite que el pais
se ubique en la posicion numero catorce a nivel mundial con una generacién del 1,04%
(OCl, 2019 c). Al igual gue en otros paises, se generan grandes cantidades de residuos de
broza, los cuales al no ser aprovechados en su totalidad, terminan convirtiéndose en

contaminantes ambientales.

El impacto negativo que produce la broza de café en el ambiente se debe a la
lixiviacion de altas cantidades de compuestos organicos presentes en su composicion, como
lo son azlcares, cafeina, los taninos, el acido clorogénico, entre otros. Dichos compuestos

generan graves efectos ecotoxicoldgicos debido al aumento de la demanda bioquimica y la



demanda de oxigeno del agua, la cual posteriormente va a estar en contacto con

ecosistemas acuaticos y con zonas de cultivos (Fernandez et al., 2017).

3.3 Valor agregado efectuado para reducir el impacto ambiental de la broza de café

El valor agregado que se le ha dado a través de los afios a la broza de café ha
permitido su uso como fuente para producir biocombustible, fertilizantes para suelos,
obtencion de fibra dietética y fuente de carbono para la produccién de enzimas, extraccion
de compuestos bioactivos, utilizacion como sustrato para cultivo de cepas de hongos,
obtencion de aromas frutales, entre otros mas (Woldesenbet et al., 2016; Murthy & Naidu,
2012b; Bunti¢ et al., 2016; Ngo & Phan, 2016; Machado et al. 2012; Al-Dhabi et al. 2017;
Veldzquez et al., 2002; Machado et al., 2012; Soares et al., 2000).

No obstante, dicho valor agregado se encuentra limitado, debido a que, como se
menciond con anterioridad, posee altas cantidades de compuestos organicos que dificultan
su utilizacion. Por ejemplo, las altas concentraciones de &cido clorogénico hacen que su
aplicacién como fertilizante en plantas se efectle en concentraciones reducidas, debido a
que puede llegar a ser fitotdxico para la germinacion de las semillas y el crecimiento de

plantas (Fernandez et al., 2017).

Ahora bien, en el caso especifico de los compuestos bioactivos, su obtencion y
diversificacién de usos han promovido un creciente interés en la investigacion de sus
propiedades nutricionales, y en la creacion de subproductos comestibles a partir de residuos
agroindustriales, esto con el objetivo de desarrollar alimentos con propiedades funcionales
para la salud humana (Sayago & Gofii, 2010; Quiros, 2014; Moreau, 2003).

3.4 Utilizacion de la broza de café como subproducto aprovechable para el ser
humano

A diferencia de lo que ocurre con el medio ambiente, algunos de los componentes
presentes en la broza pueden ser beneficiosos como fuente de nutrimentos para el ser

humano. Esto ultimo si se efectlia un procesamiento adecuado que permita garantizar que



las concentraciones de cada compuesto son las adecuadas, asi como también la inocuidad

de la misma.

Es por ello que diversos estudios se han centrado en caracterizar y cuantificar, por
medio de analisis quimicos, la composicién quimica de la broza de café. Dichas
investigaciones han encontrado que la principal limitante en el uso de los subproductos del
café es que en su composicion se encuentra una cantidad significativa de compuestos
fendlicos asociados con propiedades antinutricionales. En donde destaca la concentracion
elevada de cafeina, taninos y acidos clorogénicos (Kumar, 2018; Janissen & Huynh, 2018;
Geremu et al., 2016; Lopez & Gallegos, 2014; Ramirez, 1987).

Los taninos son compuestos que se encuentran principalmente en la corteza de las
plantas. Se los considera compuestos antinutricionales debido a que pueden ser facilmente
afectados por la presencia de estructuras quimicas variables y su posible polimerizacién
(Wei et al., 2012). No obstante, los taninos también presentan propiedades beneficiosas
para la salud humana, dentro de las cuales destaca su uso como antiinflamatorio,
antialérgico, antibacteriano y como tratamiento contra enfermedades cardiovasculares
(Santos-Buelga & Scalbert, 2000; Bagchi et al., 2000). Por su parte, la cafeina, en
concentraciones moderadas, produce beneficios en la salud relacionados con la disminucion
del riesgo de obesidad, reduccién de los sintomas del Parkinson, retraso del deterioro
cognitivo, entre otros (Hino et al., 2007; Trevitt et al., 2009). Por su parte, el acido
clorogénico posee propiedades beneficiosas para la salud debido a sus propiedades como
antioxidante, hepatoprotector, entre otras (Zhou et al., 2016; Barahuie et al., 2017; Mikami
& Yamazawa, 2015).

Debido a los beneficios que ofrece el consumo balanceado de dichos compuestos
(considerados como antinutricionales), se han desarrollado métodos que permiten reducir o
degradar su presencia a niveles aceptables con el objetivo de “desintoxicar” los
subproductos del café. Dentro de los métodos méas utilizados se encuentran el empleo de
procesos no fermentativos y fermentativos. En el primer caso, en los no fermentativos, se
usa la extraccion de moléculas bioactivas, mientras que en los métodos fermentativos se

recurre a la accion de microorganismos. En estos ultimos destaca la fermentacion y el
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compostaje inoculado con cepas fungicas especificas (por ejemplo Aspergillus sp.), las
cuales tienen una alta eficiencia en la degradacion de la cafeina o reduccion de la cantidad
de compuestos volatiles a niveles aceptables, al mismo tiempo que se aumenta la cantidad
de carbonos y nitrégenos (Murthy & Naiud, 2010).

3.5 Composicion quimica de la broza de café

La broza de café, como se menciond anteriormente, estd compuesta principalmente
por pulpa y céscara, pero puede contener pequefias cantidades de mucilago y de pergamino

segun el estado de madurez del fruto (Blinova et al., 2017).

La madurez del fruto del café, al igual que la especie de la cual se obtenga (Ardbica
0 Robusta), son factores que influyen de manera directa en la composicion quimica de la
broza y del grano. Por ejemplo, el grano de café de la variedad Coffea Arabica, en
comparacion con Coffea Canephora, posee mayor cantidad de lipidos y sacarosa, pero
menor concentracion de polisacéridos, cafeina, acidos clorogénicos, entre otros compuestos
(Trejos et al., 2018).

De acuerdo con Pandey et al., (2000), los macronutrientes presentes en la pulpa y en
la cascara obtenidos de la variedad de café Arabica difieren muy poco entre si. La principal
diferencia reside en la cantidad porcentual de dichos compuestos debido a variaciones en
las condiciones del procesamiento efectuado.

En el cuadro | se muestra la caracterizacién fisicoquimica de la pulpa y la cascara
de café mediante su composicion porcentual en base seca. En dicho cuadro se puede notar
que los dos componentes son ricos en carbohidratos, minerales y proteinas. Ademas, se
caracterizan por ser ricos en fibra dietética y compuestos fendlicos con propiedades
antioxidantes (Murthy & Naidu, 2012).
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Cuadro 1. Composicion porcentual en base seca de la pulpa y céascara de café obtenidos
como subproductos del procesamiento del café.

Componentes Pulpa Céscara
(% base seca) (% base seca)

Carbohidratos 44,0-50,0 57,8
Celulosa 63,0 43,0
Hemicelulosa 2,3 7,0
Fibra total 18,0-21,0 31,9
Lipidos 2,5 1,5-2,0
Proteina 10,0-12,0 9,2
Nitroégeno 3,2 1,8
Cafeina 1,25-1,30 1,20
Taninos 1,8-8,6 4,5-9,3
Acido clorogénico 10,7 12,59

Fuente: Pandey et al., 2000; Murthy & Naidu, 2012; Brand et al., 2000.

3.6 Compuestos fendlicos y su importancia

3.6.1 Definicién

Los polifenoles, también denominados compuestos fendlicos, son metabolitos
secundarios que se sintetizan en las plantas como medio de defensa frente a enfermedades e
insectos. Su presencia se encuentra relacionada con la fisiologia de la planta, debido a que
ejercen funciones esenciales asociadas con estructura, resistencia a patégenos, polinizacion,
pigmentacion, crecimiento, desarrollo y proteccion contra la radiacion UV abi6tica (Sarkar
& Shetty, 2014).

3.6.2 Clasificacion

La estructura quimica de los polifenoles se caracteriza por estar compuesta por un
grupo hidroxilo unido a uno o mas anillos de benceno. Es por ello que su clasificacion se
puede basar en la cantidad de anillos de benceno que posee la molécula, o en los elementos
que unen entre si dichos anillos de benceno. De acuerdo con Shetty & McCue (2003), una
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de las principales formas de clasificar los polifenoles es en flavonoides, acidos fendlicos,

estilbenos y ligninas.

Los flavonoides destacan como la clase mas abundante en las plantas, con mas de
600 estructuras dilucidadas. Se pueden dividir en seis subclases, las cuales son: flavonas,
flavonoles, flavanonas, flavanoles (flavan-3-ols), isoflavonoides y antocianidinas (Shetty &
McCue, 2003). En cuanto a las antocianidinas, estas son moléculas responsables de los
colores rojos, morados y anaranjados en frutas, flores y hojas de la mayoria de plantas. La
cianidina se cataloga como la antocianidina mas comun en alimentos. No obstante, a nivel
vegetal, es muy comun encontrar la presencia de antocianinas. Estos Gltimos son glucosidos
de antocianidinas, y también son responsables de las coloraciones previamente

mencionadas (Wrolstad et al., 2005).

Ahora bien, los &cidos fendlicos o acidos fenolcarboxilicos, mencionados con
anterioridad (forman parte de la clasificacion general de los compuestos fendlicos), son el
segundo tipo de compuestos que se encuentran con mayor abundancia, después de los
flavonoides. Dichos &cidos se categorizan en dos grupos: acidos hidroxicinamicos (HCA) y
acidos hidroxibenzoicos (HBA). Los primeros se caracterizan por la presencia del grupo
CH=CH-COOH vy se encuentran en alimentos como los arandanos, las uvas, el café, el
cereal, entre otros. Mientras que los &cidos hidroxibenzoicos presentan un grupo

carboxilico y uno o mas grupos hidroxilo unidos a un anillo aromético (Tsao, 2010).

3.6.3 Importancia en la salud humana

La importancia de los polifenoles a nivel de salud humana se asocia con su
potencial antioxidante. Es decir, su capacidad de brindar proteccion frente a enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo y los dafios provocados por la presencia de radicales
libres, como por ejemplo enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer,

trastornos autoinmunes, entre otras (Geremu et al., 2016; Tsao, 2010).

El potencial antioxidante de las moléculas resulta de especial interés debido a que
el ser humano no puede sintetizar (producir) compuestos antioxidantes, por lo que su

obtencion se logra mediante el consumo de una dieta balanceada a base de alimentos de
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origen vegetal con alto contenido de compuestos fenolicos. Dichos alimentos constituyen la
principal fuente de antioxidantes en la dieta. No obstante, se tiene la ventaja de que aun en
bajas concentraciones, los compuestos fendlicos como moléculas antioxidantes mantienen
su capacidad de prevenir o retrasar la oxidacion de lipidos y otras biomoléculas, y por ende
evitar o retrasar la aparicion de las enfermedades previamente mencionadas (Sarkar &
Shetty, 2014).

Aunado a ello, es importante destacar que la biodisponibilidad de dichos
compuestos fendlicos es trascendental para determinar sus efectos saludables en la posible
prevencion de enfermedades. Es por ello que se parte del entendimiento de que la
biodisponibilidad es definida como la porcién o fraccion de un nutriente 0 compuesto, que
una vez ingerido logra alcanzar la circulacion sistémica y los sitios especificos en donde
tienen la capacidad de ejercer su actividad biolégica como compuesto bioactivo (Porrini &
Riso, 2008).

3.7 Principales compuestos fenoélicos con capacidad antioxidante presentes en la broza
de café

La concentracién de polifenoles o compuestos fendlicos varia significativamente
segun la fuente alimentaria de origen vegetal (especie y variedad), el grado de madurez, la
seccion de la planta de la cual proviene (ej: semilla, hoja), entre otros factores. En el caso
especifico de la broza de café, su perfil fendlico se caracteriza por ser rico en sustancias
bioldgicas activas y polifenoles como las antocianinas, acido clorogénico, acido ferdlico,
quercetina, acido quinolinico, entre otros mas (Pandey et al., 2000; Murthy & Naidu, 2012;
Brand et al., 2000). A continuacion se detallan dos de los méas abundantes, los cuales seran

analizados en la presente investigacion.
3.7.1 Acidos Clorogénicos

Los acidos clorogénicos son los principales acidos fenolicos presentes en la broza
de café que tienen alta capacidad antioxidante. Son polifenoles solubles formados por la
esterificacion del acido quinico, en donde los sustituyentes mas comunes son el &cido

caféico y &cido ferualico (Gauthier et al., 2016).
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Las principales clases de acido clorogénico son el acido cafeicoquinico (CGA),
acido feruloiquinico (FGA o FQA) y acido dicanoilquinico (diCGA o diCQA). Estos a su
vez se subdividen segun la posicion de sus sustituyentes. En el cuadro Il, se muestran las
clases de acidos clorogénicos obtenidos en variedades de cascara de café de México e
India. En dicho cuadro se puede notar que el acido 5-cafeoilquinico (5-CQA) es el
componente mayoritario, motivo por el cual se le tiende a denominar de forma generalizada
como acido clorogénico.

Cuadro Il. Concentracion (mg/g) de los diferentes acidos clorogénicos obtenidos en la
cascara de café Arabica provenientes de México e India.

Compuesto Abreviacion Concentracion (mg/g)
México India
Acido 3-O-cafeoilquinico 3-CGA 0,1+0 <0,1%0
Acido 5-O-cafeoilquinico 5-CGA 1,9+0,8 0,2+0,1
Acido 4-O-cafeoilquinico 4-CGA 0,2+0,1 <0,1%0
Acido 4-O-feruloilquinico 4-FQA 0,1+0 <0,1+0
Acido 5-O-feruloilquinico 5-FQA <0,10 <0,10
Acido 3,4-O-dicafeoilquinico 3,4-diCQA <0,1+0 <0,1+0
Acido 3,5-O-dicafeoilquinico 3,5-diCQA 0,1+0 0,1+0

Fuente: Bondensson, 2015.

Los acidos clorogénicos presentes en la broza de café, y al igual que en otras fuentes
de alimento de origen vegetal, poseen funciones relacionadas con la pigmentacion y sabor
astringente. El efecto directo en el sabor del café varia en funcién de su concentracion
(Bondensson, 2015).

Ahora bien, en cuanto a las propiedades antioxidantes de los &cidos clorogenicos, se
les relaciona con su capacidad de unirse covalentemente a la pared celular en conjunto con
antocianinas, carotenoides, tocoferoles, entre otros compuestos (Murthy & Naidu, 2010).
Ademas, sus efectos positivos en la salud han sido documentados en diversos estudios
como por ejemplo el tratamiento de lesiones oxidativas intestinales y proteccion contra el

dafio oxidativo de macromoléculas como el ADN, lipidos y proteinas (Tsao, 2010).
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3.7.2 Antocianinas

Las antocianinas son un grupo de pigmentos hidrosolubles que van desde la gama
de colores amarillos a azules, siendo los de color rojo los méas habituales. A nivel quimico,
estan constituidas por la union de una antocianidina (aglicona) y un azucar por medio de un
enlace P-glucosidico. La estructura basica de la aglicona es el ion flavilio (también
denominado 2-fenilbenzopirilio), el cual generalmente funciona como un cation. Dicho ién
flavilio se compone de dos grupos aromaticos, los cuales son un benzopirilio y un anillo
fenodlico. La cantidad y posicion de los sustituyentes quimicos en el ion flavilio son factores
determinantes en el color de las antocianinas, ya que si se aumenta la cantidad de grupos
hidroxilos en el anillo fendlico se intensifica el color azul, mientras que al aumentar la
cantidad de grupos metoxilos se da la formacién del color rojo (Ortiz et al., 2011; Patay et
al., 2016).

En la actualidad se tienen contabilizadas aproximadamente 20 antocianidinas. Las
mas conocidas son la cianidina, pentunidina, pelargonidina, delfinidina, peonidina y
malvidina. Dichas antocianidinas, al combinarse con los diferentes azucares, generan

aproximadamente 150 tipos de antocianinas (Ortiz et al., 2011).

1

OH
//\ Antocianidina R1 R2
| Cianidina -OH -H
> R, Delfinidina “OH “OH
Pelargonidina -H -H
Malvidina -OCH3 -OCH3
Peonidina -OCH3 -H
Pentunidina -0H -OCH3

Figura 1. Estructura quimica con los respectivos sustituyentes que conforman los
principales tipos de antocianidinas (Tasao, 2010).
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En el caso especifico de la cascara de café, las antocianinas que predominan son

cianidina 3-o-rutinosido y cianidina-3-glicosido, las cuales se muestran en la figura 2.
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Figura 2. Estructura quimica de cianidina 3-o-rutinosido (a) y cianidina-3-glicosido (b)
(NCBI, 2019).

La importancia de las antocianinas a nivel alimentario se debe a que imparten
caracteristicas sensoriales (colores atractivos) y también poseen un efecto protector en la
salud humana. En donde destacan funciones como lo son su actividad antioxidante, mejoras
en la agudeza visual y comportamiento cognitivo, agentes quimio protectores, efectos
antidiabéticos (control de lipidos y de la secrecién de insulina), efectos vasoprotectivos y

antinflamatorios, entre otros (Rojano et al., 2012; Etherthon, 2004).

3.8 Factores que influyen en la estabilidad o degradacidén quimica de las antocianinas
y acido clorogénico como compuestos con capacidad antioxidante

Las antocianinas y los acidos clorogénicos poseen la desventaja de tener una baja
estabilidad asociada a diversos factores que trasforman o alteran su estructura molecular. Es
por este motivo que el analisis y comprension de dichos factores se vuelve determinante
para la busqueda de alternativas que permitan disminuir su degradacion o transformacion a
través del tiempo. A continuacion, se describen brevemente los principales factores que

afectan la estabilidad de las antocianinas y acidos clorogénicos:

e pH: El incremento del pH aumenta la degradacién de las antocianinas, ya que su
mayor estabilidad se da en condiciones &cidas, en las cuales predomina el i6n

flavilio, el cual le confiere el color rojo. Al modificar las condiciones de pH hacia

17



un medio neutro o alcalino, se da una pérdida de color en las antocianinas debido a
que el equilibrio se desplaza hacia sus formas incoloras, denominadas carbinol y
chalcona (Rojano et al., 2012).

Temperatura: Tanto los tratamientos térmicos como las temperaturas durante el
almacenamiento son factores que influyen en la degradacion de compuestos
funcionales. Debido a que afectan su estructura y aumentan su cinética de
degradacion (Zapata et al., 2016). Se ha demostrado por medio de diversos estudios
que conforme aumenta el tiempo de exposicién a altas temperaturas se obtiene una
mayor pérdida del compuesto, siendo mayor la degradacion a temperatura ambiente
en comparacion con temperaturas de refrigeracion. Sin embargo, al disminuir la
temperatura, las reacciones enzimaticas y de descomposicion se ven reducidas
(Flores & Flores, 2018).

Oxigeno: La presencia de oxigeno puede acelerar la degradacion de compuestos
funcionales mediante un mecanismo oxidativo directo o por medio de la accion de

enzimas oxidativas (Bastos & Alves, 2004).

Enzimas: Las enzimas son compuestos de origen biolégico, animal o vegetal
capaces de acelerar la rapidez de las reacciones quimicas (actividad catalitica). La
principal enzima enddgena presente en el café es la polifenoloxidasa (PPO), la cual
pertenece al grupo de las oxidoreductasas (EC1) que son las que se encargan de
catalizar la oxidacioén e hidroxilacion de compuestos fendlicos. La polifenoloxidasa
(PPO) cataliza la oxidacion de acido clorogénico a o-quinona, y esta Ultima
reacciona con las antocianinas para formar un producto de condensacion que genera
colores marrones no deseados (Patras et al., 2010).

La reaccion de la PPO sobre los compuestos fenolicos se genera una vez que el
tejido celular es dafiado (producto de cortes o por operaciones unitarias como el
despulpado), por lo que entran en contacto los compuestos fendlicos (presentes en
las vacuolas) y la enzima (presente en el citoplasma) debido a un rompimiento de la
separacion natural a nivel intracelular que los mantiene alejados. Para disminuir o

eliminar la presencia del deterioro de la calidad de los alimentos se han estudiado
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diferentes métodos, que pueden ser aplicados solos 0 combinados para desactivar la
PPO, como por ejemplo la aplicacién de calor, antioxidantes o inhibidores. No
obstante, los efectos de cada meétodo varian en funcion de la fuente de origen
vegetal y de la variedad, ya que los niveles de PPO varian segun la especie, estado
de maduracion y estadio fenologico. Por ejemplo, Terefe et al. (2010), demostraron
que en muestras de purés de fresa (9 °Brix y pH=3,7) la PPO presentd una ligera
disminucion de su actividad (28%) después de haber sido expuesta a 100 °C durante
30 minutos. Ademas, observaron que se generd un aumento de la actividad de la
PPO después de ser tratada a 40 y 50 °C.

e Intensidad de luz: La exposicion de los compuestos funcionales a la luz hace que
se aceleren las reacciones de degradacion. La intensidad de luz es un factor
determinante, ya que a mayor intensidad la degradacion puede abarcar casi el 50%
(Laleh et al., 2006).

e Otros: Presencia de proteinas, iones metalicos, cido ascorbico, entre otros.

3.9 Importancia de la seleccién del tipo de material de empaque para la proteccion de
los compuestos funcionales en la broza de café deshidratada

3.9.1 Generalidades de los empaques

Los empaques son estructuras que se encargan de preservar y proteger la calidad de
los productos a lo largo de su ciclo de vida, el cual comprende desde la fabricacion hasta el
momento de consumo. Ademas, en la mayoria de los casos, forman parte importante del

proceso de mercadeo de los alimentos (Kim, 2016).

Los empaques en contacto directo con los alimentos pueden clasificarse de forma
general en dos grandes grupos, los cuales son rigidos (botellas o envases duros) y flexibles
(laminas). En ambos casos, la seleccion de los materiales que conforman los empaques se
determina en funcion del tipo de alimento que van a contener y de los requerimientos que
permitan garantizar el mantenimiento adecuado de la calidad microbioldgica, sensorial y

quimica. Para ello, se efectan consideraciones en torno a las propiedades de barreras
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contra el ingreso de humedad, gases, entre otros factores que puedan dafiar el producto
(Kim, 2016).

3.9.2 Evaluacion de la idoneidad de los empaques en funcion de sus caracteristicas
fisicas

Actualmente existe una gran cantidad de materiales de empaque, que van desde los
biodegradables (denominados de tercera generacion) hasta los sintéticos (primera
generacion). Las caracteristicas fisicas y el precio varian significativamente entre ellos.
Dichas caracteristicas fisicas determinan su idoneidad de uso en la industria alimentaria. Ya
que ademas de ser capaces de contener y proteger el alimento, deben poder garantizar su
inocuidad (Sangerluab et al., 2018).

Para evaluar las caracteristicas fisicas de los empaques y conocer la forma en que
afectaran la vida Gtil de un alimento, es muy comdn medir sus propiedades de barrera.
Dichas propiedades hacen alusion a la resistencia fisica que se opone al paso de cualquier
molécula o compuesto capaz de difundirse a través del polimero, como por ejemplo
oxigeno, agua, diéxido de carbono, aromas, entre otros. Es por ello que actualmente se
emplea el uso del indice de permeabilidad (P), velocidad de transmision del oxigeno (VTO)
y velocidad de transmision de vapor de agua (VTVA) como principales criterios. Se busca
que dichos criterios que sean bajos, es decir, que el intercambio de moléculas entre el

ambiente exterior y el producto envasado sea muy bajo.

Ahora bien, es importante destacar que las propiedades de barrera de cada material

varian en funcion de determinados factores. A continuacion se detallan los principales:

e Estructura quimica: Los polimeros polares hidréfilos, cuando estan secos,
representan una buena barrera contra el ingreso y salida de gases y vapores
organicos, pero conforme aumenta la humedad, dicha barrera disminuye. Los
polimeros no polares no se ven afectados por la humedad, pero a nivel general sus
propiedades de barrera son menos eficientes en comparacion con los polimeros
polares (Kim, 2016).
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Uso de materiales combinados (multicapas): La combinacién de distintos
polimeros hace que se modifique la polaridad, configuracion y dimensiones del
empaque, lo cual reduce la permeabilidad de las moléculas y por lo tanto, la
capacidad de difusion a través del empaque es menor (Sangerluab et al., 2018).
Grosor: Las propiedades de barrera de las peliculas varian en funcion de su grosor, ya
que dicho parametro determina la distancia que el vapor de agua y/o gases deberan
recorrer para difundirse de un lado al otro de la pelicula. Por tanto, cuanto mayor sea el
grosor mayor es la resistencia a la transferencia de masa y, por ende, se asegura una
mayor estabilidad del alimento a traves del tiempo (Gomez 2011).

Temperatura: Los cambios bruscos de temperatura o la exposicion a altas
temperaturas durante periodos extensos (ej: almacenamiento), ocasionan un
aumento en la permeabilidad del empaque asociado a alteraciones en su estructura
(densidad molecular) y acomodo de los polimeros. Por lo tanto, la consideracion de
la temperatura de almacenamiento y la posibilidad de cambios bruscos es
trascendental en la seleccion de los materiales con el fin de garantizar que tenga la
capacidad de mantener y extender la vida Gtil del producto para el cual fue previsto
(Farmer, 2013; Berk, 2009).

Humedad relativa: La humedad relativa durante el almacenamiento afecta las
propiedades de las peliculas hidrofilicas ya que al agua actiia como agente plastificante

de los polimeros. Es decir, incrementa su permeabilidad y flexibilidad (Farmer, 2013).

3.9.3 Utilizacion de empaques flexibles multicapas

En el caso especifico de los productos deshidratados, como lo es la broza de café, la

proteccién frente a la humedad es trascendental, ya que el agua ocasiona pérdida de sus
cualidades sensoriales fisicas, por lo que su vida atil disminuye. Por lo tanto, una baja
permeabilidad al vapor de agua es un requisito importante en las propiedades del empaque.
De igual manera, es imprescindible cumplir con otras caracteristicas que garanticen la
conservacion de sus cualidades nutricionales o funcionales, al mismo tiempo que se

disminuyen los costos de produccion. Algunas de las caracteristicas deseables son: que los
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componentes del empaque no interactien con el alimento, alta resistencia al sellado,

impedimento del paso de la luz, entre otros.

Para poder cumplir con la mayoria de los requisitos nombrados con anterioridad,
es comun que se empleen estructuras flexibles (empaques) multicapas. Dichas estructuras
estdn compuestas por varios polimeros, los cuales son unidos mediante procesos de
laminacion o co-extrusion. En la figura 3 se muestra graficamente la composicion general

de un empaque multicapa a base diferentes laminas.

1. Capa externa

< 2. Capa con funcion de barrera

3. Adhesivo

-
<«<— 4. Capainterna

Figura 3. Visualizacion grafica de la composicion estructural de un empaque flexible
multicapa.

La ventaja a nivel tecnoldgico de las estructuras multicapas reside en que cada
uno de los polimeros va a tener un efecto en el rendimiento y las propiedades de barrera del
empaque, por lo que se espera que dicho rendimiento mejore. Por ejemplo, al utilizar
etileno vinil alcohol (EVOH) con aluminio (combinacion de bajo costo) se logra optimizar
la barrera contra el oxigeno y el vapor del agua, y al mismo tiempo se aumenta la

resistencia a roturas y la flexibilidad del empaque (Gémez, 2011).
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3.10 Métodos para medir la degradacion o conservacion de las caracteristicas fisicas,
sensoriales y microbiologicas de la broza de café

3.10.1 Métodos fisicoquimicos

3.10.1.1 Cuantificacion de compuestos funcionales mediante cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC)

La cromatografia liquida de alto rendimiento, conocida como HPLC, por sus
siglas en inglés, es un método que permite separar compuestos de una muestra por medio
de diferencias de retencion entre una fase estacionaria y una fase maévil. EI mecanismo de
separacion consiste en introducir la muestra de interés en pequefias cantidades, para
posteriormente obtener los componentes que la conforman de manera separada debido a
que se retrasan de forma diferente dependiendo de las interacciones quimicas o fisicas que
experimentan con la fase estacionaria y la fase movil. Dicha fase estacionaria corresponde
al material que reviste la columna cromatografia (cilindro con pequefias particulas
redondeadas), y puede estar elaborada con base en un sélido con capacidades adsortivas o
de exclusion, o un soporte inerte revestido con una fase liquida (Lough & Wainer 2012;
Corradini et al., 2011).

Las dos técnicas de separacion que se emplean con mayor frecuencia en HPLC son
por medio del uso de una fase normal (NP-HPLC) y una fase reversa (RP-HPLC). Dicha
clasificacion se emplea con base en las polaridades de la columna (de la fase estacionaria).
En ambos tipos se usa una columna de fase sélida que interacttia con los componentes de la
muestra, es decir, con los analitos. La diferencia consiste en que en la NP-HPLC se emplea
una fase estacionaria polar y la fase maévil es no polar. En la RP-HPLC la fase estacionaria
es polar y la fase movil tiene una polaridad moderada (Corradini et al., 2011).

Ahora bien, la identificacion de los compuestos que se analizan por medio de HPLC
requiere la utilizacion de detectores de sefiales que midan diferentes propiedades
fisicoquimicas de las moléculas, como por ejemplo la absorbancia. La absorbancia o
espectro de absorcion de luz de una sustancia se selecciona con base en una longitud de
onda (nm) especifica, la cual puede usarse de forma que se obtenga el valor de absorbancia

méaxima (maxima sensibilidad) que presenta el compuesto de interés. La sefial obtenida sera
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representada graficamente (cromatogramas) en funcion del tiempo de retencion, y sera

proporcional a la concentracion de analito de interés (Parriot 2012).

En el caso especifico de las antocianinas, presentan un espectro de absorcion
caracteristico con bandas entre los 250nm, 370nm y 500-540 nm (utilizadas con mayor
frecuencia debido al pH del medio). Por su parte, los &cidos clorogénicos utilizan
longitudes de absorcion entre 327-330 nm, debido a que en dicho rango se logra cuantificar
el &cido clorogénico 5-ACQ, el cual es el mas abundante (Bastos & Alves, 2004; Lough &
Wainer 2012).

3.10.1.2 Color instrumental

Las mediciones de color son de gran utilidad en los alimentos debido a que se
emplean para analizar la evolucion de la calidad o estado de un alimento en funcién de la
identificacion de posibles cambios, presencia de inconsistencias, deterioro, entre otros
factores relacionados con el color. La importancia de dichas mediciones a nivel alimentario
se debe a que el color representa el primer parametro percibido y utilizado por los
consumidores para evaluar la calidad de un alimento, y posteriormente aceptar o rechazar

su consumo (Dominguez et al., 2012).

Las mediciones colorimétricas requieren la comprension de que los términos que
describen el color se pueden dividir en subjetivos (psicosensoriales) y objetivos
(psicofisicos). Los subjetivos abarcan la luminosidad, el brillo, la tonalidad, saturacién,
croma y coloracién. Los términos objetivos hacen referencia al estimulo, el cual se evalia
por medio de distribuciones espectrales (reflectancia o transmitancia) del objeto y de la
respuesta del observador. Dichas mediciones se obtienen por medio de colorimetros, y
posteriormente se logra relacionar los términos subjetivos con los objetivos mediante el uso
de terminologias especificas, las cuales son obtenidas a través del desarrollo de ecuaciones
matematicas (MacDougall, 2002; Mac Adam 2013).

Los colorimetros son dispositivos que emulan la respuesta del ojo humano al color y
la luz por medio del uso de tres filtros con colores predeterminados (rojo, azul y verde).

Dichos dispositivos permiten obtener parametros numéricamente precisos y comprensibles
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mediante un lenguaje estandar y conocido, al cual se le denomina como espacio de color
(Mac Adam, 2013).

El espacio de color corresponde al método que se emplea para comunicar el color de
un objeto de forma objetiva, uniforme y estandarizada. Para ello se pueden emplear
diferentes sistemas o escalas como lo son CIELAB, CIELCH o CIE XYZ. Las dos primeras
son las escalas mas utilizadas debido a que logran mayor uniformidad en los resultados y, a
su vez, permiten correlacionar los valores numéricos con la percepcion visual de los seres
humanos y con el tamafio del objeto percibido. Es decir, representan mejor las diferencias
de color segun como lo perciben los seres humanos. No obstante, la principal diferencia
reside en que la escala CIELAB utiliza coordenadas rectangulares mientras que la escala
CIELCH coordenadas cilindricas (Agoston 2013).

En el caso especifico de la escala CIELCH, se utilizan los parametros de
luminosidad (L*), hue o tono (H*) y croma o saturacion (C*) por medio del uso de
coordenadas cilindricas. El tono corresponde a los colores rojo/verde o azul/amarillo, segun
el angulo expresado en grados que presentan las coordenadas cromaticas a* y b*. El croma
se define como la coloracion vista en funcion de la cantidad de brillo percibido, el cual se
representa por medio del eje vertical (L*). Es decir, determina si el color analizado se
encuentra mas cercano al color neutro (gris) o al matiz puro (Rettig & Hen 2014; Caivano
& Buera 2012).

Adicionalmente, se puede determinar las diferencias de color entre una muestra y un
estdndar o entre dos muestras. Dicha determinacién puede ser obtenida y expresada
numéricamente por medio de la diferencia total de color (AE), el cual es un parametro que
permite identificar diferencias de color en una misma muestra que no son visibles para el

0jo humano.
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3.10.1.3 Contenido de Humedad y Actividad del Agua

El agua es uno de los principales componentes de muchos alimentos, motivo por el
cual sus propiedades coligativas, reoldgicas y su abundancia, influyen en cémo seré el
alimento en cuanto a textura, sabor, tiempo de vida util y otras caracteristicas (Badui,
2013).

La presencia del agua en las matrices alimentarias se encuentra presente de forma
heterogénea, debido a que su afinidad o unién varia en funcion del tipo de molécula con la
cual interactta (lipidos, proteinas, carbohidratos). Es por ello que actualmente se utiliza el
modelo de monocapa BET para ilustrar de forma simplificada la distribucion del agua en

matrices alimentarias (Louis & Stewart, 2013).

El modelo BET clasifica el agua en tres tipos o fracciones: libre, ligada e
inmovilizada. En donde el agua libre (capa mas externa del modelo BET) representa la
porcion que posee libertad de movimiento y puede ser congelada o evaporada, debido a
que solamente interacta con otras moléculas de agua. Dicha porcién de agua puede ser
cuantificada mediante métodos analiticos, y es la principal responsable de la actividad del
agua relacionada con reacciones quimicas, enzimaticas y microbioldgicas en el alimento.
Por su parte, el agua inmovilizada (capa intermedia modelo BET) corresponde a la porcion
que no posee la libertad de movimiento, aun cuando interactla Gnicamente con otras
moléculas de agua. Y, por ultimo, el agua ligada es aquella que interactla con todo tipo de
moléculas presentes en los alimentos, pero no participa en reacciones quimicas ni puede ser
utilizada por solutos proximos como disolvente. Este tipo de agua no puede ser facilmente
congelada, por lo que requiere temperaturas de -40 °C para asegurar su congelacion
(Prothon & Ahrne, 2004; Louis & Stewart 2013; Gil et al., 2013).

La determinacion del contenido de humedad o contenido total de agua (% H,0), es
uno de los analisis con mayor importancia a nivel de la industria alimentaria. Dicho analisis
se clasifica como un método directo debido a que implica la determinacion de la mayor

cantidad de agua presente en los alimentos. Es decir, la cuantificacion de las tres fracciones
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de agua explicada anteriormente a traves del modelo de monocapa BET (agua libre,

inmovilizada y gran parte del agua ligada) (Barbosa et al., 2008).

La metodologia que se emplea para determinar el contenido de humedad consiste en
evaporar de manera continua el agua de la muestra mientras se registra la pérdida de masa
hasta alcanzar un peso constante. Dicho método posee la desventaja de que la pérdida de
masa en la muestra puede deberse tanto a la fraccion de agua evaporada como a la pérdida
de compuestos volatiles capaces de evaporarse a las mismas temperaturas del analisis.
Ademas, no puede utilizarse como parametro Unico para estimar la vida util de un alimento
debido a que su resultado no corresponde Unicamente a la medicion del agua libre en el

alimento (Timmermann et al., 2001).

Ahora bien, la determinacién del agua libre en los alimentos es trascendental debido
a que, como se menciono anteriormente, es en esa fraccioén en donde se dan muchas de las
reacciones de deterioro del alimento, tanto fisicas como quimicas, motivo por el cual
representa un ambiente potencialmente idéneo para el crecimiento de microorganismos de
deterioro y patdgenos. Su cuantificacion en alimentos se efectia por medio de la medicion
de la actividad del agua o a,, (Geertui. et al., 2016).

El a, 0 actividad del agua, se define como la relacion entre la variacion de las
presiones parciales y el vapor de agua, y determina especificamente el valor de agua
disponible para las reacciones quimicas, enzimaticas y microbioldgicas en un alimento.
Dicha disponibilidad del agua puede verse disminuida segin contenido de solutos y
sustancias en suspension presentes en el alimento, debido a factores como la concentracion,

estructura molecular, polaridad y tamafio (Rodriguez, 2008).

En la figura 4 se puede notar que, segun el valor o rango del a,, asi sera la

susceptibilidad del alimento a cada tipo de reaccion.
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Figura 4. Efecto del contenido de humedad y actividad del agua en la propension de
reacciones de deterioro en alimentos (Gil et al., 2013).

A partir de la figura 4 se puede observar que el conocimiento del a,, de un producto
alimenticio es vital para estimar su vida Gtil y controlar su conservacién, ya que al aumentar
el valor del a,, menor serd su vida util. Asimismo, si se aumenta el contenido de humedad
total (% H,O) también aumenta el a,, y, por ende, menor sera la estabilidad del alimento
(Geertui. et al., 2016).

3.10.2 Métodos Microbioldgicos

A pesar de los estrictos controles exigidos en la industria de alimentos, se ha
observado que anualmente se continda reportando una alta cantidad de personas que se
enferman a causa del consumo de agua o alimentos contaminados. En el 2017, el Centro
para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC), reportd un total de 48 millones de
personas enfermas a nivel mundial, de las cuales 128 mil fueron hospitalizadas y 3000

murieron a causa de enfermedades transmitidas por alimentos (CDC, 2017).

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son una causa de morbilidad y
mortalidad significativa a nivel mundial, lo cual a su vez constituye en un impedimento en
el desarrollo socioecondmico de las poblaciones. Es por ello que la utilizacién de métodos

microbiologicos para determinar la presencia de bacterias en los alimentos es
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imprescindible para poder brindar alimentos de alta calidad que no representen un peligro
para la salud del consumidor final (OMS, 2015).

A continuacion, se detalla brevemente algunos microrganismos que pueden estar
presentes en alimentos de origen vegetal como la broza de café deshidratada, asi como

también los analisis requeridos para su cuantificacion.

3.10.2.1 Salmonella sp.

El género Salmonella sp., es un bacilo gram negativo que pertenece a la familia de
las Enterobacteriaceae. Posee dos especies de Salmonella entérica (con 6 subespecies) y
Salmonella bongori. Se le cataloga como un patégeno intracelular anaerobio facultativo y
no esporulado que tiene la capacidad de multiplicarse bajo diversas condiciones
ambientales, algunas de las cuales son: amplios rangos de temperatura (5- 47 °C), pH (4-9),
concentracion de NaCl (0,4-4%) y actividad acuosa (0,94-0,99) (Podolak & Black, 2016).

Salmonella sp. esta presente en el intestino de personas y animales sanos. Su
transmision a los alimentos y al agua se genera principalmente por contaminacién con
heces, y puede provocar una infeccion gastrointestinal denominada Salmonelosis. Dicha
enfermedad representa uno de los principales problemas en salud publica, con alrededor de
1,2 millones de casos reportados (CDC, 2019).

El andlisis de Salmonella sp., en la industria alimentaria es indispensable como
indicador de la inocuidad de los alimentos. Para ello se utiliza una técnica microbiolégica
que expresa cualitativamente su presencia 0 ausencia en diferentes matrices, y
posteriormente se efecta una caracterizaciobn de las colonias mediante pruebas
fisicoquimicas y serologicas. Esta ultima etapa se efectlia debido a que existen alrededor de
2500 serotipos identificados, siendo Salmonella enterica serovar typhimurium, Enteritidis y

Newport los serotipos mas aislados en alimentos a nivel mundial (Pedraza et al., 2014).

3.10.2.2 Coliformes totales y fecales

La medicion de coliformes totales y fecales se utiliza como indicador de la calidad
microbiologica de los alimentos y del agua. Los coliformes pertenecen a la familia de las
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Enterobacteriaceae, y se encuentran presentes en el intestino de los humanos y de los
animales de sangre caliente, pero también se pueden distribuir facilmente en el suelo,

semillas y vegetales (Hayes, 2013).

Los coliformes totales (incluyen los coliformes fecales y los de origen ambiental) se
caracterizan por ser bacilos gram negativos, no esporulados, aerobios o anaerobios
facultativos y con capacidad de fermentar la lactosa a 35 +2 °C. Por su parte, los coliformes
fecales son aquellos fermentan la lactosa a 44,5 +2 °C, siendo Escherichia, Enterobacter,
Citrobacter y Klebsiella los géneros més representativos. Los resultados positivos para
coliformes fecales se asocian con mayor probabilidad (aprox. 90%) de presencia de
Escherichia coli. Es por esto que dicho microorganismo se emplea como indicador de

contaminacion fecal en los alimentos (Erkmen & Bozoglu, 2016; Toboén et al., 2017).

E. coli es un microorganismo que se encuentra en los intestinos de todos los
animales, por lo que una de sus funciones es evitar que especies de bacterias perjudiciales
se fijen y se desarrollen en la zona. No obstante, existen cuatro clases capaces de causar
enfermedades (gastroenteritis) en el ser humano, las cuales son reconocidas como E. coli
enteropatogénica (grupo EEC). Dentro de dicho grupo destaca la cepa enterohemorragica
denominada E coli O157:H7. Las fuentes de contaminacion de los alimentos debido a cepas
patogénicas se asocian con colaboradores, agua 0 animales contaminadas con materia fecal,

y utilizados durante el procesamiento de alimentos (Farféan et al., 2016).

3.10.2.3 Mohos y Levaduras

Los hongos son organismos multicelulares del reino Fungi que pueden vivir en
plantas y animales. Se les denomina mohos a las variedades filamentosas, las cuales tienen
la capacidad de adaptarse y proliferar bajo diversas condiciones ambientales, como por
ejemplo amplio rango de acidez, temperatura calidas (20-30 °C) y de refrigeracion, baja
actividad del agua, entre otros (Ravishankar & Jamuna, 2014).

La mayor importancia de los mohos en la industria de los alimentos se asocia con el
deterioro que causan, en donde destaca Aspergillus sp. como el género mas comun.

Asimismo, existen algunos mohos capaces de producir toxinas, y otros que por el contrario
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se emplean para mejorar las caracteristicas sensoriales de ciertos alimentos, como por

ejemplo Penicillium roqueforti durante la produccion de quesos (Corry et al., 2011).

Las levaduras son hongos unicelulares que al igual que los mohos se pueden
distribuir ampliamente en la naturaleza (agua, aire, suelo, plantas, entre otros) por lo que
pueden causar importantes pérdidas econdémicas debido al deterioro de alimentos. No
obstante, las levaduras también poseen importantes aplicaciones en la industria de
alimentos, dentro de los cuales destaca su uso para la produccion de alimentos fermentados
como por ejemplo cerveza, pan, otros (Bibek & Arun, 2013).

3.10.3 Métodos Sensoriales

El andlisis sensorial de los alimentos se ha establecido como una técnica de
medicién trascendental para la industria alimentaria. La percepcion sensorial que los seres
humanos poseen de los alimentos se encuentra estrechamente relacionada con su aceptacion

y patrones de compra y/o consumo (Kilcast, 2010).

La evaluacion sensorial se efectda a través de diferentes pruebas que se seleccionan
con base en la informacién que se desea recopilar. La forma mas general de clasificar
dichas pruebas abarca tres categorias: pruebas afectivas, pruebas discriminativas y pruebas
descriptivas. En el caso especifico de las pruebas de discriminacién (diferenciacion), su
objetivo primordial se centra en determinar si dos muestras con atributos dificiles de
distinguir son lo suficientemente diferentes para ser catalogadas como tales. Motivo por el
cual, dichas pruebas representan herramientas eficaces para evaluar la percepcion que los

consumidores poseen con respecto a los alimentos (Ibafiez & Barcina 2001).

La eficacia de las pruebas de discriminacién se basa en la implementacién de
métodos que sean capaces de ejercer una estabilidad consciente de los posibles criterios a
presentarse en el panelista (persona que evalta las muestras), y por ende, permitan reducir
la presencia de la respuesta sesgada. Entiéndase respuesta sesgada como aquella que
depende de las variaciones en el criterio del panelista, por lo que puede generar la

recoleccion de datos erréneos (Morten et al., 2008; O’Mahony, 1995).
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Actualmente en las pruebas de discriminacion se utilizan procedimientos que
permiten eliminar la respuesta sesgada por medio de la estabilizacion del criterio del
analista. Dichos procedimientos se denominan criterios con base en una respuesta forzada.
Su fundamento se basa en el criterio 3 y el criterio . El primero, B, establece un limite entre
dos categorias de interés (previamente definido), mientras que T se basa en la determinaciéon

de distancias entre dos categorias distintas (Lawless & Heyman, 2010).

Los procedimientos de escogencia forzada que involucran las pruebas de
diferenciacion se categorizan de la siguiente manera: Triangular, Duo-trio, Tétrada, 3-
Escogencia Forzada Alternativa (3-AFC), 2- Escogencia Forzada Alternativa (2-AFC o
comparacion pareada) y 2-AFC con iniciador. En el caso especifico de la prueba 2-AFC
con iniciador, se utiliza el criterio  para la seleccion de una muestra con base en el
estimulo de interés. Para ello se indica el atributo a comparar entre dos muestras a analizar.
Adicionalmente, se emplea una muestra que tiene la funcion de ser un iniciador, es decir,
que permite ambientar la cavidad oral del panelista mediante un enjuague, pero que no sera
analizada (Lawless & Heyman, 2010; Olivas, 2008).

Ahora bien, el andlisis de resultados de las pruebas de diferenciacion implica el uso
de una distribucion binomial y el modelo Thurstoniano. En el caso especifico de la
distribucion binomial, logra detectar, mediante la probabilidad de aciertos, si el resultado
obtenido se debid al azar o si los panelistas realmente percibieron diferencias entre las
muestras. Mientras que con el modelo Thurstoniano (metodologia sensorial mas avanzada),
se indica el grado o magnitud de la diferencia percibida entre dos estimulos confundibles de
interés por medio del calculo del parametro d' (d' prima). La medicién de dicho valor, d’, se
efectua a través de desviaciones estandar con el objetivo de determinar que tan bien los
evaluadores (panelistas) logran diferenciar entre dos estimulos de interés. Por lo que un
aumento en el valor d' indica que mayor es la diferencia percibida (Roesslet et al., 1978;
Lawless & Heyman, 2010).
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 LOCALIZACION DEL PROYECTO

Los andlisis fisicoquimicos, sensoriales y microbiologicos se llevaron a cabo en los
laboratorios de la Escuela de Tecnologia de Alimentos, y en el Centro Nacional de Ciencia

y Tecnologia de Alimentos (CITA) de la Universidad de Costa Rica.

Adicionalmente, se utilizaron las instalaciones del Centro de Investigacion y
Semillas de la Universidad de Costa Rica (sede de San Pedro) para el almacenamiento de

las muestras y un almaceén en la provincia de Alajuela.

4.2 MATERIA PRIMA

4.2.1 Origen de la materia prima

En el presente trabajo de investigacion se evaluo la broza de café deshidratada de la
especie Coffea Arabica la cual correspondié a producto terminado proveniente de tres
recolecciones de café durante los meses de enero a febrero del afio 2018. La recoleccidn se
efectud en tres fechas distintas debido a que se buscaba captar las variaciones presentes en
la coloracion del fruto del café fresco asociadas al grado de madurez y exposicién al sol.
Se utilizaron tres recolecciones de broza, en donde cada fecha de recoleccion se considero6
como un lote. Es decir, se analizaron tres lotes de broza de café deshidratada.

4.2.2 Método de recoleccion de la muestra

Para cada fecha de recoleccion de la muestra (lote) se tomé un total de 16,5 kg de
broza deshidratada recién procesada, la cual fue cuarteada (cada dia de manera
independiente), y posteriormente empacada aleatoriamente en los tres empaques flexibles
por analizar durante el mes cero y durante los siguientes diez meses de almacenamiento

bajo dos sistemas de temperaturas.

La cantidad de broza de café deshidratada que se coloco en cada empaque flexible
fue de 500 g, para cada fecha de almacenamiento, es decir, 33 bolsas para los tres lotes en

estudio.
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4.3 METODOLOGIA
4.3.1 Seleccion y evaluacion de empaques flexibles

El primer objetivo de la presente investigacion consistio en seleccionar y analizar
cinco empaques flexibles de venta en el mercado costarricense, y posteriormente escoger
los tres empaques que presentaron las mejores condiciones de desempefio segun
propiedades fisicas y mecanicas. Estos empaques fueron utilizados para la ejecucion del
segundo objetivo de la presente investigacion (seccion 4.3.2), el cual consistié en la
evaluacion de condiciones de temperatura de almacenamiento controladas y condiciones
reales (actuales) de un almaceén.

4.3.1.1 Criterios de busqueda y seleccibn de empaques en el mercado
costarricense

Para los criterios de busqueda y seleccién de los empaques por analizar durante el
primer objetivo del estudio, se tomd en consideracion la presencia de todos o la mayoria de
los factores que se nombran a continuacion: informacion tedrica reportada en estudios
previos de empaque y almacenamiento, material de empaque, dimensiones, disponibilidad
de venta en pequefias cantidades (con fines de la ejecucion del estudio), costo econémico
de compra y/o produccion (cantidad de unidades minimas y precio por unidad), presencia
de fichas técnicas (anexos 9.1 — 9.2) con las correspondientes caracteristicas tedricas
brindada por los proveedores, proteccion contra la luz, facilidad en el sellado y baja
permeabilidad al vapor de agua. Este Gltimo requisito se consider6 como un indicador
determinante de la capacidad de cada empaque para conservar o reducir la degradacion de
las propiedades de interés (propiedades fisicoquimicas, sensoriales y microbiolégicas) en la
broza de café deshidratada a través del almacenamiento.

4.3.1.2 Empaques seleccionados para la evaluacién y comparacion de sus
propiedades fisicas y mecanicas

A continuacion, se muestran las cuatro empresas costarricenses proveedoras de los
cinco empaques flexibles seleccionados con base en los criterios expuestos en la seccién
43.1.1:
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e EC CR: Proveedor del empaque actual de la empresa que produce la broza en
estudio, designado como EE.

e Total Tecnica SA: Proveedor del empaque flexible PET Metal.

e Quimifarma CR: Proveedor de los empaques flexibles P-600 y P-800.

e Plastico Tico SA: Proveedor del empaque Kraft Metalizado

4.3.1.3 Disefio Experimental

Se efectud un disefio irrestricto aleatorio con un factor que corresponde al tipo de
empaque como variable nominal. Los niveles de medicién del factor tratamiento fueron los

cinco tipos de empaque analizados.

Las variables respuesta de interés fueron: produccion del sello, velocidad de
transferencia de vapor de agua (VTVA) y coeficiente de permeabilidad (P). Para todas las

variables respuesta y niveles de medicion se efectuaron un total de tres réplicas.

4.3.1.3.1 Métodos de analisis de laboratorio para medir las variables respuesta

Las metodologias que a continuacion se detallan forman parte de los métodos
propuestos por Jiménez et al. (2017) para la evaluacion de empaques flexibles. Para cada

prueba se efectuaron tres repeticiones por cada tipo de empaque.
. Sellabilidad

La producciéon del sello se efectué por medio de la medicion del tiempo en
segundos con crondmetro, seleccion de la temperatura en grados Celsius (para la selladora
de superficie caliente) y la intensidad del impulso eléctrico (1-5) requerido para la
obtencion del sellado correcto de cada tipo de empaque. Para ello se utilizé una selladora de
superficie caliente con mordazas grafiladas accionada mediante pedal mecéanico (marca
Double Leopard, modelo CHA-300) y una selladora manual de impulso eléctrico tipo

cizalla (marca Thor, modelo PFS200).

El control del sello como prueba cualitativa se realizd con el fin de evaluar la

produccidn del sello en los diferentes empaques flexibles por medio de la presencia o no de
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fugas. El procedimiento consistié en la colocacion de 15 gramos de producto (snack
deshidratado de venta a nivel costarricense) en las respectivas bolsas flexibles. Dichas
bolsas se procedieron a sellar con base en los parametros de tiempo y temperatura
previamente determinados mediante el método de produccion del sello. Seguidamente, se
sumergieron los empaques en una capsula conectado al vacio, el cual contenia en su interior
un litro de agua. Dicha modificacion con agua se efectué para obtener condiciones de
atmdsfera controlada, mientras que la conexion al vacio se realiz6 con el objetivo de
evidenciar la presencia de fugas cuando el empaque sellado se encontraba sumergido en
agua.

La presencia de fugas fue evidenciada por medio de burbujas en el agua, debido a
la salida de aire dentro del empaque, y se consideré como un sellado ineficiente, por lo que
los parametros previamente utilizados se debian de redefinir (mayor tiempo y/o
temperatura), para posteriormente repetir la prueba de control del sello. Es importante
destacar que la produccidn del sello se consideré como un resultado para el analisis de los
materiales de empaque debido a que la obtencion de tiempos cortos durante la creacion del

sello permite agilizar las lineas de produccién de alimentos a nivel industrial.

I1. Velocidad de transferencia de vapor de agua (VTVA)

Se utilizaron seis frascos especificos (recipientes redondos con tornillos ajustables)
para la determinacion del VTVA por cada material de empaque analizado. A cada material
de empaque se le midi6 el grosor en micrémetros, por medio de la utilizacién del
micrémetro Ogawa Seiki (capacidad de 0-25 mm y 0,01 mm). Posteriormente, se procedio
a hacer mediciones de masa en balanza granataria marca Ohaus de cada frasco vacio, cada
frasco con 20 gramos de desecante (silica gel), y cada frasco con desecante mas una lamina
fija de cada material de empaque en la parte superior (una lamina por frasco).

Seguidamente, se colocaron los frascos en dos desecadores que contenian un litro de
agua cada uno, de manera que al cerrarlo se generé un vacio parcial (3 frascos por
desecador). Posteriormente se procedio a incubar dichas desecadoras a 23 ° Cy 35 ° C (una
desecadora por cada temperatura) durante 144 horas. Es decir, cada lamina de empaque fue
evaluada a 23 °C y 35 °C.
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Durante el transcurso de las 144 horas se realizaron mediciones de masa a los
tiempos de 24, 48, 72 y 144 horas con el objetivo de registrar las variaciones en el peso y
evidenciar el tiempo que tarda el material de empaque en llegar al equilibrio y, por ende,
dejar de generar variaciones de masa a través del tiempo (Farmer, 2013).

Por cada temperatura analizada, se determiné de manera independiente la
velocidad de transmision de vapor del agua (VTVA) a través de un metro cuadrado de
material de empaque en un periodo de 24 horas. Es decir, se reporto la variacion de la masa
en funcion del tiempo y la temperatura para cada tipo de empaque. Su determinacién se
logré mediante la aplicacion de la siguiente formula matematica:

24xm
txA

VTVA (kg/m®-h) = [1]

Donde:
m: ganancia o pérdida de masa (kg).

t: tiempo (h).

A: rea del material de empaque (m?)

La temperatura de analisis de 35 °C se logr6 mediante el uso de la cdmara de
incubacion del laboratorio de Microbiologia de la Escuela de Tecnologia de Alimentos de
la Universidad de Costa Rica. El andlisis de temperatura a 23 °C se realiz6 en el
Laboratorio de Quimica de la misma escuela. De igual manera, se debe aclarar que las
mediciones de VTVA no se realizaron de manera simultanea para los cinco empaques en
estudio, debido a que no se contaba con la cantidad de frascos (cilindricos con tornillos)
para llevar a cabo el analisis de manera simultanea por triplicado. No obstante, si se

hicieron las corridas simultaneas por temperatura para cada tipo de empaque.

I11. Coeficiente de permeabilidad del vapor de agua (P)

El coeficiente de permeabilidad de vapor del agua de cada material de empaque a

las temperaturas analizadas (35 °C y 23 °C), se obtuvo utilizando los datos experimentales
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de la prueba de VTVA. Su determinacion se logré mediante la aplicacion de la siguiente

formula matematica:

VG

2 —
P (g'm/m*-s-Pa) = T

(2]
Donde:

P: Coeficiente de permeabilidad
V: cantidad de vapor (g)

G: grosor de empaque (m)

A: Area (m?)

T: Tiempo (s)

Ap: Diferencia de presion a través de la pelicula (Pa)

Para las diferencias de presion a través del material, se consideré que la presion a
través del material de empaque es igual a la presiéon del vapor saturado a la temperatura
ambiente. Es decir, se asumio6 que el desecante dentro del recipiente cilindrico con tornillos
generd un ambiente con vapor de agua de 0 kPa.

Por ultimo, se aclara que la utilizacion de 35 °C y 23 °C como temperaturas para el
analisis se seleccion6 con base en que un cambio brusco en la temperatura permite que se
generen alteraciones en el empaque debido a cambios en la estructura y acomodo de los
polimeros. Es por este motivo que se analizaron los valores de VTVA y coeficientes de
permeabilidad a 35 °C y 23 °C como variables respuesta independientes, ya que al
considerar la posible presencia de cambios bruscos de temperatura, se logra determinar de
manera directa la influencia que se genera sobre el coeficiente de permeabilidad (Farmer,
2013; Lawngoski, 2017).

4.3.1.3.2 Andlisis estadistico

El anélisis estadistico se realizé por medio del programa estadistico JMP 10.0. Se
efectud un analisis de variancia (ANDEVA) con un nivel de significancia del 5 % (a

=0,05), para determinar si alguno de los materiales de empaque generd diferencias
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significativas. En caso de presentarse diferencias significativas, se aplicO una prueba
Tukey-Kramer HSD (a =0,05) para determinar cual(es) tratamiento(s) generaron las
diferencias. Por ultimo, se utiliz6 la prueba HSu (a =0,05) con el objetivo de comparar los
mejores tratamientos (tipo de empaque) en funcidn de los valores mas bajos de las variables
respuesta de interés (menor permeabilidad y VTVA) y, por lo tanto, seleccionar los mejores

empaques para el posterior estudio de almacenamiento de la broza de café deshidratada.

4.3.2 Evaluacion de la variacion en las propiedades fisicoquimicas y sensoriales de la

broza de café deshidratada expuesta a diferentes condiciones de almacenamiento.

El presente enunciado corresponde al segundo objetivo de la investigacién. La broza
de café deshidratada que se analiz6 como unidad experimental, fue empacada en tres
diferentes estructuras de empaque. Dichas estructuras correspondieron a los tres empaques
previamente seleccionados por medio de la realizacion del primer objetivo descrito en la

seccion 4.3.1.
4.3.2.1 Condiciones de almacenamiento de la broza de café deshidratada

Las muestras de broza de café deshidratada, previamente empacadas en las
correspondientes bolsas flexibles, fueron almacenadas en la zona del almacén real y en la
camara marca Growth Chamber modelo HOTech624 del Centro para Investigacion en
Granos y Semillas (CIGRAS) de la Universidad de Costa Rica.

El almacenamiento se efectu6 mediante simulacion de las condiciones reales
(actuales) de una empresa y condiciones controladas. Ambas condiciones correspondieron a
dos sistemas de temperaturas que permitieron recrear las etapas del almacén en Costa Rica,
transporte via maritima y comercializacion en el extranjero. Para ello, se tom6 como

parametro de temperaturas los siguientes datos:

e Temperatura maxima registrada en la zona del almacén: Variaciones que van desde

los 22,2 a 35,0 °C como temperatura maxima registrada mediante termopar en la
zona (Pérez, 2017).
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e Temperatura mejorada (controlada) para la zona del almacén: 25 °C como

temperatura reportada para reducir la degradacion de compuestos antioxidantes
(Martinez et al., 2011; Sui et al., 2016).

e Temperatura maxima reportada durante el transporte via maritima a Canada: 45 °C

asumiendo las condiciones mas criticas segun ubicacion del contendor en el
embarque. Es decir, que el contenedor que transporta el producto sea ubicado en la
parte superior del embarque (Pérez, 2017).

e Temperatura durante el proceso de comercializacion en el extranjero: 21 °C

asumiendo que llega en una época que no sea verano y que el almacén tiene control

de temperatura (Pérez, 2017).

Los sistemas de temperatura para las dos condiciones de almacenamiento por
analizar (real y controlado) se definieron con base en los criterios previamente
mencionados, en conjunto con la disponibilidad de camaras de almacenamiento con la
capacidad para la colocacion de la cantidad de broza empacada requerida para el analisis
durante 10 meses de estudio. Esto Gltimo fue un factor determinante debido a que el tamafio
de cada empaque y la cantidad total implicé la utilizacién de una cdmara completa
destinada Unicamente para el desarrollo de la investigacion. Motivo por el cual no se
utilizaron las temperaturas previamente mencionadas, pero si las méas cercanas a ellas segin

disponibilidad de espacio en camaras.

A continuacion se detalla el sistema de temperaturas utilizado segun la condicion de
almacenamiento de la broza de café deshidratada para los 10 meses de estudio y en el
anexo 10.3 se muestra el comportamiento obtenido de las mediciones de temperatura y

humedad relativa para las dos condiciones de almacenamiento:

a) Condicion de almacenamiento real (actual) de la empresa

e Mes cero a mes seis: Se mantuvo la broza de cafe deshidratada y empacada

en la zona del almacén real durante seis meses consecutivos, expuesta a

temperaturas que fluctuaron entre 22-35 °C segun las condiciones climaticas

de la zona.
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e Mes siete: Se mantuvo la broza de café deshidratada y empacada durante un
mes a 35 °C (tiempo equivalente a la duracion del transporte maritimo en
barco) en la camara del CIGRAS en la Universidad de Costa Rica, San
Pedro.

e Mes ocho al mes diez: Se mantuvo la broza de café deshidratada y empacada
durante tres meses consecutivos (tiempo aproximado que tarda el producto
en ser consumido por el usuario final) a 21 °C en la camara del CIGRAS en

la Universidad de Costa Rica, San Pedro.

b) Condicién de almacenamiento controlada

e Mes cero a mes seis: Se mantuvo la broza de café deshidratada y empacada
en la a 25 °C durante seis meses consecutivos en la cdmara del CIGRAS en
la Universidad de Costa Rica, San Pedro.

e Mes siete: Se mantuvo la broza de café deshidratada y empacada durante un
mes a 35 °C (tiempo equivalente a la duracién del transporte maritimo en
barco) en la camara del CIGRAS en la Universidad de Costa Rica.

e Mes ocho al mes diez: Se mantuvo la broza de café deshidratada y empacada
durante tres meses consecutivos (tiempo aproximado que tarde el producto
en ser consumido por el usuario final) a 21 °C en la camara del CIGRAS en
la Universidad de Costa Rica, San Pedro.

Es importante aclarar que las temperaturas y tiempo equivalente al transporte
maritimo (un mes a 35 °C) y el almacenamiento en el extranjero (tres meses a 21 °C), no
fueron modificadas en las dos condiciones o sistemas de temperaturas. Esto debido a que es
una variable que no se puede controlar o mejorar, ya que implicaria aumento en el costo
economico asociado con la exportacion de la broza de café deshidratada para enviarla
refrigerada o interferir con el importador en Estados Unidos. En el cuadro Ill, se muestran

los sistemas de temperatura utilizados.
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Cuadro I11. Distribuciones de las condiciones reales (actuales) y controladas segun tiempo
y etapa de almacenamiento para el analisis de conservacion de las propiedades
fisicoquimicas, sensoriales y microbioldgicas en la broza de café deshidratada.

Condiciones Reales (Actuales) Condiciones Controladas
Etapa de Cantidad
almacenamiento de Meses | Temperatura Zona dg Temperatura Zona dt_e
(°C) almacenamiento (°C) almacenamiento
muestras muestras
Almacén en Costa Almacén Cémara
Rica 6 22-35 25 CIGRAS, San
Pedro
Transporte
maritimo a Canada Camara CIGRAS, Cémara
o0 Estados Unidos 1 35 San Pedro 35 CIGRAS, San
Pedro
Comercializacién Cémara CIGRAS, Cémara
en el extranjeroy 3 21 San Pedro 21 CIGRAS, San
etapa de consumo Pedro

4.3.2.2 Disefio experimental

Se utiliz6é un disefio de blogues completamente aleatorizados con arreglo factorial
de tres factores (tipo de empaque, sistema de temperaturas y tiempo de almacenamiento),
con niveles de medicién 3x2x11. Los bloques correspondieron a los tres lotes (fechas) de
recoleccion de muestra, mientras que el factor tipo de empaque fue una variable nominal
que tuvo tres niveles de medicion correspondientes a los tres tipos de empaques a
analizados. El factor sistema de temperatura, como variable nominal, tuvo dos niveles de
medicion que correspondieron a las condiciones reales o actuales y controladas
(contemplan el almacenamiento, transporte y comercializacion). El factor tiempo como
variable continua tuvo 11 niveles de medicion debido a que los analisis de interés se

efectuaron una vez al mes desde el tiempo cero hasta los 10 meses de almacenamiento.

Durante todos los meses de almacenamiento se impidio el paso de la luz a través de
todos los empaques al mantenerse cubiertos con sacos de café (yute). Ademas, se
efectuaron mediciones periddicas de humedad relativa y temperatura, en las camaras v el
almacén, con termohigrémetro marca EXTECH modelo SDL200. Durante los primeros
siete meses de almacenamiento, se registrd la humedad relativa con el fin de corroborar que

las condiciones reales (zona de almacén) y controladas (zona de almacén en camara del
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CIGRAS) mantuvieron diferencias de humedad relativa poco representativas (esto fue un

factor controlado, ver anexo 9.3).

A continuacion, por medio del cuadro IV, se muestra la distribucion de las
condiciones de almacenamiento evaluado segin el disefio experimental previamente
planteado.

Cuadro 1V. Distribucion de las condiciones de almacenamiento segun empaque, diferentes

fechas de recoleccion de muestras (bloques), etapa y tiempo para el andlisis de
conservacion de las propiedades en la broza de café deshidratada.

Temperatura de almacenamiento (°C)
Diferentes Cantidad de — —
fecha de Etapa Meses Condiciones Condiciones
recoleccion Reales Controladas
de muestra E. | E | E E. | B2 | E
Almacén en Costa Rica 7 22-35°C 25C
Bloquel
g:ggaz g Transporte maritimo a 1 45 °C 45 °C
Canada o Estados Unidos
Comercializacion en el 2 22 °C 22 °C
extranjero

Nota: La letra “E” hace referencia a la palabra empaque.

Ahora bien, las variables respuestas medidas fueron las siguientes: contenido de
cianidina 3-o-rutinosido, contenido de &cido clorogénico, contenido de humedad, actividad
del agua (ay) y color instrumental, como propiedades fisicoquimicas.

Adicionalmente, el disefio experimental para las pruebas sensoriales fue irrestricto
aleatorio con dos factores, condicion de empaque y almacenamiento, con 2 niveles: cada
mes de almacenamiento vs el mes cero (almacenado a -40 °C) y el tiempo de
almacenamiento con 4 niveles (mes 2, 4, 6 y 8). Se analiz6 el color y sabor mediante
paneles sensoriales con pruebas de discriminacién, para determinar si habia diferencia de
color y sabor a lo largo del tiempo, seguin condiciones de almacenamiento. Las muestras en
el ultimo mes no se evaluaron sensorialmente ya que su color habia cambiado mucho.

Es importante aclarar que, previo a la realizacion de los paneles sensoriales, se

efectud la determinacion de Salmonella sp. en la broza de café deshidratada, con el fin de
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garantizar que el producto era microbioldgicamente inocuo y, por ende, salvaguardar la
salud de las personas muestreadas a través de los paneles sensoriales (seccién 4.3.3).
Adicionalmente, se debe tomar en consideracion que la broza deshidratada con la
cual se trabajé en los paneles sensoriales formé parte de trabajos de investigaciones previos
de la Universidad de Costa Rica que permitieron desarrollar el producto en condiciones de
limpieza y desinfeccion en funcion de garantizar su inocuidad y la mayor conservacién de

la actividad antioxidante asociada a los compuestos fendlicos presentes (Rivera, 2015).

4.3.2.2.1 Métodos de analisis de laboratorio para medir las variables respuesta

A) Analisis Fisicoquimicos

|. Extraccion de polifenoles

Se efectud la extraccion de polifenoles por duplicado como método para la
obtencion del extracto acuoso requerido para la determinacion de la concentracion de
cianidina 3-o-rutinosido y acido clorogénico por HPLC. La metodologia utilizada
corresponde con el andlisis del CITA suscrito bajo la codificacion P-S-A-Q-017 (CITAa,

2015), el cual se detalla a continuacion:

La muestra de broza de café deshidratada se moli6é en licuadora marca Oster, y
seguidamente se pesd una cantidad de 1,0000 g de dicha muestra molida en balanza
analitica OHAUS. Posteriormente se le adiciond a la muestra recién pesada 15 mL de
acetona y agua (70:30) y se agité de forma seriada en equipo especializado (10 minutos en
plantilla para agitacion, 10 minutos en bafio ulrasénoico y 10 minutos en plantilla para
agitacion). Finalizado el proceso de agitacion, se dejo reposar la muestra por 5 minutos, y
posteriormente se decanté con papel filtro Whatman #41 en baldn para rotavapor multiple
marca Buchi. En dicho rotavapor se concentrd la muestra por medio de la eliminacién de la
acetona a 40 °C y 150 mbar. Una vez obtenido el liquido concentrado, se trasvaso
cuantitativamente a un balén aforado de 25 mL mediante el uso de jeringa desechable #10 y
un filtro de 0,45 um acoplado en el extremo de la jeringa. El balén se aforé con agua grado

HPLC y posteriormente se trasvaso 15 uL a viales de HPLC.
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Todo el proceso anteriormente mencionado se efectué en un cuarto oscuro para

evitar el proceso de degradacion de los compuestos fendlicos por presencia de luz.

II. Determinacién de cianidina 3-o-rutindsido vy &cido clorogénico por

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

La metodologia utilizada para la determinacion de polifenoles por HPLC,
corresponde con el analisis del CITA suscrito con el codigo P-SA-Q-044 (CITAD, 2016). El
andlisis se realizd por duplicado para cada extracto preparado mediante el método de
extraccion de polifenoles previamente mencionado. Adicionalmente se efectuaron dos
curvas de calibracién, cada una con el patrén de referencia o compuesto puro que se

buscaba cuantificar en la broza café deshidratada.

El contenido del compuesto de interés (cinidina 3-o-rutinésido o acido clorogénico)
en la muestra de broza de café deshidratada se expresé en miligramos por gramo de
muestra seca. El resultado se obtuvo con la formula que se muestra a continuacion, la cual

implica el uso de las ecuaciones de la recta obtenidas a partir de las curvas de calibracion.

(area—o-(TL))sFdxv (L)

masa muestra (g)

mg cianidina-3-rutinosido / g muestra= (3]

Donde:

Fd = factor de dilucién aplicado a la muestra antes de inyectar
V = volumen del extracto en litros (L)

Cn = concentracion

b = intercepto de la curva de calibracion

Ahora bien, los detalles del equipo, reactivos y condiciones utilizados para la

cuantificacién de los compuestos se muestran a continuacion:
Equipo de cromatografia liquida de alta resolucion compuesto por

e Horno para columna cromatografia Shimadzu CTO-20A.

e Inyector de muestras automatico SIL-20A HT, controlado por el médulo CBM-20A.
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Bomba de dos pistones Shimadzu LC-20AT

Integrador de areas Shimadzu LC-Solutions.

Condiciones en el equipo para las mediciones cromatografias

Columna cromatogréfica: Phenomenex Luna 5 um C18 100 A, tamafo 150 mm x
2,0 mm y ndmero de serie 545197-2.

Lampara: D2&W

Temperatura del horno: 30 °C

Volumen de inyeccion: 20 pL

Flujo: 0,30 mL/min

Tiempo de proceso: 37 minutos

Longitud de onda de trabajo: 512 nm y 327 nm para la deteccion de ciandina 3-o-
rutinésido y acido clorogénico respectivamente.

Fases moviles: Solucién de éacido formico al 2% (solucion A) y solucion de

acetonitrilo al 80% y acido férmico al 2% (solucion B).

Curva de calibracion para los patrones de referencia

Los reactivos utilizados como patrones de referencia (estandares analiticos) y las

correspondientes concentraciones para las curvas de calibracién fueron los siguientes:

1. Keracyanin clorhidrico (nombre comercial para cianidina 3-o-rutinosido):

Porcentaje de pureza de > 98% reportado en la etiqueta por la empresa
proveedora Millipore Sigma, la cual comercializa el reactivo con el cédigo
#36428-5MG-F.

La curva de calibracién se prepard a partir de concentraciones de disolucion

patrén de 200,100, 80, 60,40, 20 y 10 mg/L.

2. Acido clorogénico: Porcentaje de pureza de > 95% reportados en la etiqueta por

la empresa proveedora Sigma Aldrich, la cual comercializa el reactivo con el
cddigo C3887-1G. La curva de calibracion se prepar6 a partir de
concentraciones de disolucion patron de 200,150, 100, 80, 60, 40, 20 y 10 mg/L.
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Correccidn del corrimiento de la sefial para la identificacion de los compuestos mediante
HPLC:

Debido a que en cada muestra de broza analizada se obtuvieron varias sefales o
picos para una misma longitud de onda, se procedio a analizar una muestra de broza
enriquecida con 10 pL patron de referencia (spike) y una muestra sin enriquecimiento (sin
spike). El enriquecimiento permitié determinar cual sefial o pico se vio aumentado (con
mayor intensidad en la sefial) en la muestra. Es decir, indicé la sefial y el respectivo tiempo
de retencion que debe ser utilizado para determinar la concentracion de cada compuesto en

las muestras de interés por medio del uso de la curva de calibracion.

Il. Determinacién del modelo de la cinético de degradacion de cianidina 3-0-

rutinésido vy cido clorogénico

Se determinaron los &rdenes de reaccion y las constantes de velocidad de
degradacion del acido clorogénico y cianidina 3-o-rutinosido a partir de los datos
experimentales de la concentracion versus tiempo para una misma temperatura de

almacenamiento.

Para la reaccién de primer orden se emple6 un andlisis de regresion lineal simple de
la representacion grafica del logaritmo natural de la concentracion en funcién del tiempo de
almacenamiento en dias para cada temperatura de almacenamiento. Mientras que para el
modelo de orden cero, se efectué el mismo procedimiento, pero con la concentracion en
funcidn del tiempo de almacenamiento en dias. En ambos casos se relacion6 la pendiente
de la recta con la constante de degradacion (k) y ésta, con el tiempo de vida media (t12) que
indica la estabilidad del compuesto a través del tiempo. Para ello se emplearon las

siguientes ecuaciones:
[Cn]=[Cno] €™ (4]

In[Cn]=In[Cng] - kt [5]

In2 0,693

luy=——=——  [6]
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Donde:

[Cn]= Concentracion del compuesto (mg/g muestra) al tiempo t.
[Cng]= Concentracion del compuesto al inicio del almacenamiento.
t=tiempo en dias.

k= constante de velocidad de degradacién (dias™)

Posteriormente, con el objetivo de determinar el modelo que mejor describe la
degradacion de acido clorogénico y cianidina 3-o-rutinosido a través del tiempo, se
emplearon como indicadores estadisticos el coeficiente de determinacién (r%), el cuadrado
medio del error (CME) y un anélisis de variancia simple con un nivel de significancia del

0,05, por medio del programa estadistico JMP.

. Determinacion del contenido de humedad

Se utilizo el analizador termogravimétrico (TGA) marca LECO para determinar por
triplicado el contenido de humedad asociada a la pérdida de peso segin temperatura en la
broza de café deshidratada. En el equipo se utilizaron las condiciones asociadas al método
suscrito con el nombre Café H, el cual implica una temperatura de analisis de humedad de

104 °C y una masa de muestra inicial de 0,500 g.

IV.  Determinacion de la actividad del agua (aw)

La determinacion se llevé a cabo por triplicado en el medidor Aqualab Water
Activity Measurement serie 4TE. La metodologia seguida fue la P-SA-Q-041 del CITA, la
cual se basa en modificaciones al manual del equipo (CITAc, 2015). Previo a cada
medicion se efectud la calibracion del equipo con agua y estandares de cloruro de litio
(LiCl) y cloruro de sodio (NaCl).

V. Color instrumental

El color instrumental se determind por triplicado con colorimetro marca Hunter
Lab, modelo Color Flex. Los parametros medidos directamente fueron la luminosidad (L*),

coordenada a* y coordenada b*; los cuales corresponden a la escala CIELab.
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La determinacion se efectud en celdas circulares plasticas con 15,25 g de broza de
café deshidratada molida y acomodada uniformemente con el fin de impedir el paso de la
luz a traves de ella. Se utilizé una fuente de luz D65, &ngulo de visién de 10° y un angulo
de incidencia de 45° de la fuente de luz sobre la muestra con fondo blanco (geometria
Optica 45/0). Previo a la medicién de color, se procedio a calibrar el quipo por medio de
una teja de color blanco (L*=93,02 / a*=-1,12 / b* = 1,51), negro y verde estandar
(L*=53,11/ a*=-26,13 / b* = 12,28). Esta ultima teja color verde, se empleé como método
de comprobacion de la calibracién (Hunter Lab, 2008).

Los resultados de color instrumental se expresaron utilizando la escala CIELCh, ya
gue permiten obtener mejores aproximaciones con respecto a la percepcion de los colores
de los seres humanos (Gulrajani, 2010). Los pardmetros determinados en dicha escala son
la luminosidad (L*), medidas hue o tono (h°), saturacion o cromaticidad (C*) y diferencia

total de color (AE). Para ello, se hizo uso de las siguientes expresiones matematicas:

he = tan™ (b*/a*) [7]

C*=/(@*)? + (b »)? [8]

AE = /(AL %) + (Aa )2 + (Ab %)? [9]

B) Analisis Sensoriales

Se efectuaron pruebas sensoriales de diferenciacion para evaluar los cambios en el
sabor y color de la broza de café deshidratada almacenada en condiciones reales y
controladas. Para ello se procedio a comparar las muestras de brozas con un tiempo de cero
meses (respectivas fechas iniciales de recoleccion de muestras) con respecto a las muestras
almacenadas con un tiempo de almacenamiento de 2, 4, 6 y 8 meses.

Es importante aclarar que la broza deshidratada como producto alimenticio fue
desarrollada en condiciones de limpieza y desinfeccion que permiten garantizar su
inocuidad (Rivera, 2015). No obstante, previo a la ejecucion de los paneles sensoriales se
procedié a efectuar pruebas microbiologicas que permitieran asegurar la inocuidad del

producto.
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Ahora bien, para poder realizar la comparacion de los cambios sensoriales a través
del almacenamiento, se utiliz6 una camara de congelacion a -40 °C ubicada en las
instalaciones del Centro de Investigaciones de Granos y Semillas (CIGRAS) de la
Universidad de Costa Rica. En dicha cAmara se almacend Unicamente la muestra con cero
meses en los tres tipos de empaque y los tres bloques (fechas de recoleccion de la cosecha).
Lo anterior con el objetivo de inhibir la pérdida de las propiedades sensoriales de interés
(sabor y color) y, a su vez, para tener una muestra control, con muy pocos cambios a lo

largo del tiempo de estudio.

Las pruebas de discriminacion utilizadas para determinar la magnitud de la
diferencia percibida en color y sabor entre dos estimulos (d') fueron de tipo 2-AFC (2-
Escogencia Forzada Alternativa), ya que es un método direccionado que estabiliza el
criterio del panelista en la posicion correcta (Lawless & Heyman, 2010). Adicionalmente,
se buscé evitar la presencia del error de estimulo, es decir, evitar que el criterio del
panelista sea influenciado por una asociacion de los atributos de interés (relacion entre el
sabor y color) mediante la ejecucion en primer lugar del panel de sabor seguido por el panel
de color, usando juegos de muestras diferentes (Angulo & O"Mahony, 2009).

Por lo tanto, se realizaron cuatro paneles sensoriales para determinar diferencias en
sabor, y en color, los cuales se efectuaron a los 2, 4, 6, y 8 meses de almacenamiento. Cada
panel contdé con un total de 30 evaluadores (panelistas) no entrenados por bloque de

muestra.

A continuacion, se detalla la evaluacion microbioldgica de Salmonella sp. previo a
la realizacion de las pruebas sensoriales (como indicador de inocuidad de la muestra), y
posteriormente la preparacion efectuada en las muestras y los respectivos procedimientos

utilizados durante las evaluaciones del sabor y color a través de los paneles sensoriales:
Evaluacion de la inocuidad de la broza de café para ser sometida a evaluacion sensorial

l. Ausencia / presencia Salmonella sp.
Se utilizd la técnica de ausencia/presencia descrita por el Manual Bacterioldgico
Analitico (FDAc, 2007) para la determinacion de Salmonella sp. Dicha técnica conlleva el
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montaje de un control positivo y negativo, y la ejecucion de cuatro etapas consecutivas las

cuales son: pre-enriquecimiento, enriquecimiento, aislamiento y confirmacion bioquimica y

seroldgica de las colonias. La ultima etapa no se efectud debido a que no se obtuvieron

colonias de Salmonella sp. (tipicas o atipicas) en el aislamiento con medio selectivo y

diferencial. La metodologia utilizada se muestra a continuaciéon (FDAc, 2007):

1. Pre-enriquecimiento en medio liquido no selectivo: Se pesaron
asépticamente 25 gramos de muestra de broza de café deshidratada en un beaker con bolsa
para homogenizar en Stomacher. Se adicionaron 225 mL de Caldo Lactosado (CL), se
homogenizo6 en Stomacher y se incub6 a 35 + 2 °C durante 24 £ 2 horas.

2. Enriquecimiento en medio liquido selectivo:

e Se transfirio 0,1 mL del caldo de pre-enriquecimiento (preparacion elaborada en el
punto 1) a 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis (RV), se mezclo en Vortex y se
incubo a 42 + 0,2 °C durante 24 + 2 horas.

e Se transfirio 1,0 mL del caldo de pre-enriquecimiento (preparacion elaborada en el
punto 1) a 10 mL de caldo Tetrationato (TT), se mezcld en Vortex y se incubo a 35 + 2
°C durante 24 + 2 horas.

3. Aislamiento en medio selectivo y diferencial: se rayd con asa bacterioldgica
dos placas petri con agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD), dos placas petri con agar
Hecktoen Entérico (HE) y dos placas petri con agar sulfito bismuto (SB), por cada tubo
incubado en el punto 2. Seguidamente, se incubaron todas las placas petri a 35°C durante
24 + 2 horas. Una vez trascurrido el tiempo descrito, se reporto la presencia de Salmonella
sp. en los casos en los que se obtuvo colonia azul verdosas con o sin centro negro, 0
completamente negras en agar HE; colonias rojas o rosadas con o sin centro negro, 0
completamente negras en agar XLD y/o colonias cafés, grises o negras (con o sin brillo
metélico) en agar SB. Adicionalmente, se tomd en cuenta para el andlisis la presencia de

colonias amarillas con o sin centro negro como cepas atipicas de Salmonella sp.
Preparacion de las muestras por evaluar mediante paneles sensoriales
La broza de café deshidratada fue evaluada durante los paneles sensoriales (sabor y

color) como una infusion a temperatura ambiente. Para ello se procedio a utilizar 15 gramos
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de broza y 7 gramos de azucar por cada 250 mL de agua hirviendo. Se establecio un tiempo
estandar de extraccion de la broza en agua caliente de 10 minutos en conjunto con agitacion

suave y constante, mediante un agitador magnético.
Panel sensorial 2-AFC para sabor

Se recopilaron datos de 30 consumidores de infusiones, los cuales evaluaron de
manera simultanea, en cada panel sensorial, seis sets (pares) de muestras cada una con una
muestra iniciadora (primer) para preparar el paladar antes de las muestras. Se pregunté por
la muestra con el sabor mas intenso, la cual fue asociada como la muestra con el sabor mas
dulce debido a que los azUcares son la principal fuente de energia, lo cual hace que las

personas tengan mayor habilidad para reconocer su presencia en alimentos.

Cada set de muestras correspondid a cada una de las combinaciones de los tres
empaques y las dos condiciones de almacenamiento (real y controlada). Cada muestra fue
presentada en un recipiente plastico trasparente con un volumen de 15 mL y codificada con
tres digitos de manera aleatoria (previamente balanceada segin secuencias). Ademas, para
evitar que el panelista notara diferencias en color y, por lo tanto, efectuara asociaciones del
sabor con las tonalidades de color de las muestras, se utilizé luz roja (para la evaluacion de
sabor) y blanca (para la evaluacion de color) en cada cabina durante la ejecucion del panel,
en conjunto con luz blanca en el pasillo. En el cuadro V se muestran los sets (pares)
utilizados durante la evaluacion sensorial.

Cuadro V. Sets o0 pares evaluados segin bloque y tipo de empaque mediante prueba 2-

AFC para la determinacion de los cambios en sabor y color en funcion del tiempo y
condicion de almacenamiento de la broza de café deshidratada.

Par o Set evaluado
NGmero de Bloque 1 Bloque 2 Bloque 3
Par (Sesion 1) (Sesion 2) (Sesion 3)
1 0-B1 vs B1-C-EE 0-B2 vs B2-C-EE 0-B3 vs B3-C-EE
2 0-B1 vs B1-C-PET Metal 0-B2 vs B2-C-PET Metal 0-B3 vs B3-C-PET Metal
3 0-B1 vs B1-C-P600 0-B2 vs B2-C-P600 0-B3 vs B3-C-P600
4 0-B1 vs B1-R-EE 0-B2 vs B2-R-EE 0-B3vs B3-R-EE
5 0-B1 vs B1-R-PET Metal 0-B2 vs B2-R-PET Metal 0-B3 vs B3-R-PET Metal
6 0-B1 vs B1-R-P600 0-B2 vs B2-R-P600 0-B3 vs B3-R-P600

Nota: Bl=bloque 1; B2=bloque 2; B3=bloque 3; C=condicién de almacenamiento controlado; R=condici6n
de almacenamiento real.
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Se utilizé el programa FIZZ para presentar las instrucciones de cada prueba y
recopilar las evaluaciones obtenidas. Al panelista se le brindaron las siguientes
instrucciones a través de la computadora presente en cada cabina: “Se le presentan 6 sets de
muestras con infusion de broza de café deshidratada. Cada set estd compuesto por un par de
muestras. Pruebe todas las muestras de izquierda a derecha y de arriba hacia abajo, y escoja
para cada par de muestras el niUmero de muestra que presenta el sabor mas intenso (fuerte).
Enjudguese suficientemente antes de continuar con el siguiente set, y expectore cada

enjuague. Antes de probar cada muestra por favor pruebe la muestra que no esta rotulada”.
Panel sensorial 2-AFC para color:

Se recopilaron datos de 30 consumidores de infusiones, los cuales evaluaron de
manera simultanea en cada panel sensorial seis sets (pares) de muestras. Cada set de
muestras correspondié a cada una de las combinaciones de los tres empaques y las dos
condiciones de almacenamiento (real y controlada). Cada muestra fue presentada en un
recipiente plastico trasparente con un volumen de 15 mL y codificada con tres digitos de
manera aleatoria (previamente balanceada segun secuencias). Se utilizé luz blanca en cada

cabina y en el pasillo durante la ejecucion del panel.

Se utilizé el programa FIZZ para presentar las instrucciones de cada prueba y
recopilar las evaluaciones obtenidas. Al panelista se le brindaron las siguientes
instrucciones a través de la computadora presente en cada cabina: “Se le presentan 6 sets de
muestras con infusion de broza de café deshidratada. Cada set estd compuesto por un par de
muestras. Seleccione la muestra, de izquierda a derecha y de arriba hacia abajo, que
presenta mayor intensidad en la coloracion rojo-violeta. Por favor no movilice ni cambie la

ubicacion de las muestras”.

4.3.2.2.2 Analisis Estadistico

A) Meétodos fisicoquimicos

El analisis estadistico se realizé por medio del programa estadistico JMP 10,0. Se
efectud un analisis de varianza (ANDEVA) de tres factores (tipos de empaque, condicién

de almacenamiento y tiempo de almacenamiento) segun bloque con un nivel de
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significancia del 5 % (a =0,05) para analizar el efecto de cada factor (efectos simples) y la
interaccion de factores sobre las variables respuesta. Para los factores simples en los que se
encontré diferencias significativas se aplicd la prueba Tukey-Kramer HSD (a. =0,05) para
determinar cudl (es) generaron diferencias.

Ademas, en los casos en los que el tiempo presento diferencias significativas, se
aplico una regresion lineal para analizar lo que sucede en cada empaque segun tiempo de
almacenamiento. Si se presentaron interacciones significativas se utilizd la prueba de
Bonferroni.

Para las cinéticas de degradacion de cianidina-3-o-rutinosido y acido clorogénico en
funcidén de la temperatura de almacenamiento, se realizd un analisis de correlacion simple
con un nivel de significancia del 5 % (o = 0,05) y se establecié el coeficiente de
determinacién (R?) en conjunto con el cuadrado medio del error (CME). Lo anterior con el
objetivo de determinar el orden de la reaccion (cero o uno) de las cinéticas de degradacion

de cada compuesto.
B) Métodos sensoriales

En el andlisis estadistico de las pruebas de discriminacion se utiliz una potencia de
prueba del 95%, y un minimo numero de aciertos de 21 jueces (de 30) para considerar la
presencia de diferencias significativas entre muestras (Roessler et al., 1978). Durante el
andlisis estadistico se obtuvieron las probabilidades (p) exactas y fijas por medio de tablas
binomiales de dos colas con a de 0,05 para determinar en cuales muestras se percibieron
cambios en color y sabor (Ennis, 2011; Roessler et al., 1978). La utilizacion de dos colas en
vez de una se debi6 a que no se sabia con certeza cual era la respuesta correcta.

Adicionalmente, se determin0 por medio de desviaciones estandar, los grados de
diferencia entre los estimulos de interés o indice Thurstoniano de grado de diferencia (d’)
(Ennis, 2011). Esto con el fin de determinar el tamafio de la diferencia entre dos estimulos

de interés que los panelistas lograron diferenciar.
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C) Relacion entre las diferencias de color perceptibles por medio de método

instrumental (Hunter Lab) y sensorial (2-AFC)

Se compard la diferencia total de color (AE) obtenida por medio de Hunter Lab y el
grado de diferencia (d") obtenido mediante prueba sensorial de discriminacion, con un o=
0,05. No se realiz6 anélisis de correlacion ya que el meétodo sensorial genera datos

categoricos.

4.3.3 Evaluacion de la estabilidad microbioldgica de la broza de café deshidratada

4.3.3.1 Disefio experimental

Se utilizé un disefio de bloques completamente aleatorizados con arreglo factorial
de tres factores (tipo de empaque, sistema de temperaturas y tiempo de almacenamiento),
con niveles de medicion 3x2x2. El bloque correspondio al lote (fechas) de recoleccién de
muestra. El factor tipo de empaque es una variable nominal con tres niveles de medicion
que correspondid a los tres tipos de empaques por analizar. El factor sistema de temperatura
como variable nominal tuvo dos niveles de medicién que corresponden a las condiciones
reales y controladas. El factor tiempo como variable continua tuvo 2 niveles de medicion
debido a que los analisis microbioldgicos se efectuaron al tiempo cero y a los diez meses de

almacenamiento.

Las variables respuesta microbioldgicas fueron el recuento total de mohos y
levaduras, el recuento total de coliformes fecales y totales. y ausencia/presencia Salmonella
sp. Para los recuentos, se determind el crecimiento logaritmico obtenido entre el tiempo de
almacenamiento a cero meses y diez meses, para los tres tipos de empaque y las dos

condiciones de almacenamiento.
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4.3.3.1.2 Métodos de analisis de laboratorio para medir las variables respuesta:

Il. Recuento de mohos vy levaduras:

Se utiliz6 la técnica de recuento de mohos y levaduras por esparcimiento descrita en
Manual de Analisis Bacterioldgico (FDAa, 2001). La metodologia a seguir consistio en
pesar 25 gramos de muestra de broza de café deshidratada en un beaker con bolsa para
homogenizar en Stomacher. Seguidamente se adicion6 225 mL de Agua Peptonada Estéril
(APE) y se homogeniz6 en Stomacher. Se prepararon diluciones decimales seriadas hasta
10, utilizando cuatro tubos de vidrio con 9 mL de APE cada uno. Se montaron las
diluciones por esparcimiento y duplicado en placas con Agar Papa Dextrosa acidificado a
pH 3,5. Para ello se transfirio por triplicado 0,1 mL de la dilucién en tubo a las respectivas
placas rotuladas con la misma dilucién. Las placas se incubaron sin invertir a una
temperatura de 23 °C durante cinco dias. Una vez trascurrido el tiempo de incubacion, se

contaron las placas con colonias y se reportaron en UFC/g.

I11. Recuento de coliformes totales y fecales:

Se utiliz6 la técnica de recuento por vaciado descrita en Manual de Analisis
Bacteriolégico (FDADb, 2002). La metodologia a seguir consistio en pesar 25 gramos de
muestra de broza de café deshidratada en un beaker con bolsa para homogenizar en
Stomacher. Adicionar 225 mL de Agua Peptonada Estéril (APE) y homogenizar en
Stomacher. Se prepararon diluciones decimales hasta 10, utilizando cuatro tubos de vidrio
con 9 mL de APE cada uno. Las diluciones se montaron (0,1 mL de la dilucion en tubo a la
placa) por vaciado y cuadruplicado. Seguidamente, se cubrieron con Agar Bilis Rojo
Violeta (ABRV), se homogenizaron (movimiento suave formando un ocho en la zona de
trabajo) y se dejaron solidificar. Se recubrieron con una sobre capa de ABRV vy
posteriormente se incubaron dos placas de cada dilucién a 44,5°C (determinacién de

coliformes fecales) y a 35 °C (determinacion de coliformes totales) durante 24 horas. Una
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vez trascurrido el tiempo de incubacion, se contaron las placas con colonias y se reportan
en UFC/qg.

4.3.3.1.3 Andlisis estadistico:

Se reportd el promedio del crecimiento logaritmico para cada tratamiento con el
correspondiente intervalo de confianza al 95% (a excepcion del analisis de
ausencia/presencia de Salmonella sp.). A los resultados obtenidos del crecimiento
logaritmico se les aplico un analisis de varianza (ANDEVA) con una probabilidad de 0,05
con el fin de evaluar la significancia del efecto de cada uno de los factores durante el
almacenamiento. Para los factores en los que se encontrd diferencias significativas se aplico

la prueba Tukey-Kramer HSD (o =0,05) para determinar cual (es) generaron diferencias.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Seleccion de las mejores estructuras de empaque con base en la evaluacion de las
propiedades de permeabilidad de aguay el sello.

Se procedio a seleccionar y analizar cinco empaques flexibles de venta en el
mercado costarricense, con el fin de elegir los empaques que, durante el almacenamiento,
permitan disminuir la pérdida de compuestos fendlicos con capacidad antioxidante

presentes en la broza de café deshidratada.
5.1.1 Seleccion de empaques por evaluar:

La blsqueda y escogencia de los empaques a evaluar a nivel de mercado
costarricense se vio restringida por el volumen de empaques flexibles requeridos para el
posterior estudio de almacenamiento (seccion 5.2). Esto debido a que el volumen de
empaques a utilizar fue considerado por las empresas como pequefia y no rentable, motivo
por el cual no se lograron obtener empaques especializados, es decir, empaques disefiados
con las mejores combinaciones de componentes reportados a nivel de literatura. No
obstante, dentro de las opciones factibles a nivel costarricense, se logrd seleccionar los

empaques con las mejores propiedades fisicas y de barrera.

En el cuadro A2 (seccion 9.2 en anexos) se detallan las empresas proveedoras de los
empaques, asi como también la respectiva composicion estructural reportada en las
correspondientes fichas técnicas. En el caso especifico de la empresa Total Técnica SA, la
cual es la proveedora del empaque PET metal, esta cuenta con certificado BRC Packaging
(Grado AA: BRC REF 1977852 certificado C0172033). Dicho certificado garantiza que los
empaques son producidos bajo estandares que permiten garantizar la inocuidad alimentaria.
Mientras que la empresa Quimifarma CR, la cual es la proveedora de los empaques P-600 y
P-800, certifica por que los componentes y procesamiento de cada material de empaque
cumplen con la regulacion estipulada por la Administracion de Alimentos y Medicamentos
de los Estados Unidos (FDA) numero 21.175.05 referente a empaques farmaceuticos y
alimentarios. Por su parte, el empaque Kraft metalizado cuenta con certificacion por la

empresa SGS, la cual afirma que el material es seguro para empacar alimentos.
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En el cuadro VI se detallan los costos segun cantidades minimas de venta de cada
material de empaque.

Cuadro VI. Empresa proveedora y los respectivos precios y presentaciones de venta de
cada material de empaque por analizar.

Precio por
Material de Empresa Presentacion de Venta minima venta minima
empague Proveedora venta ($ USD)
EE ECCR Bolsas nr Nr
(18,0 x 34,0 plg)
PET metal Total Técnica SA Bobinas 100 kg de bobina 6,85 por kg de
sin impresion bobina (aprox.
$685)
P-600 Plastico Tico SA Bolsas 50 unidades 28,41
(7,89 x 10,83 plg)
P-800 Quimifarma CR Bolsas 50 unidades 23,35
(6,9 x9,7 plg)
Kraft metalizado Quimifarma CR Bolsas 50 unidades 12,96
(12,4 x 4,4 plg)

Nota: nr =no reportado

A partir del cuadro VI se observa que la presentacién de venta de la mayoria de los
materiales de empaque es en bolsa, por lo tanto, las dimensiones de cada bolsa ya estan
definidas por los proveedores. A excepcion de Total Técnica S.A, la cual es la Unica
empresa que produce en el pais sus propios empaques, mientras que las empresas restantes
son importadoras del producto. Por lo tanto, las dimensiones de las bolsas en venta se
consideran una limitante en el estudio, debido a que el tamafio de la bolsa incide en el

precio, cantidad de venta minima, entre otros factores.

Adicionalmente, se debe destacar que el tamafio de cada bolsa como presentacion
de venta representa una desventaja a nivel econdémico, ya que el proceso de exportacion de
la broza de café requiere una dimension de bolsa especifica, la cual debe ser igual o
superior a las dimensiones que actualmente utiliza el proveedor de broza (dato de las
dimensiones es confidencial). Esto debido a que la cantidad de broza a empacar es un dato
relevante en la decision. No obstante, en el presente trabajo no se menciona la cantidad de
broza por empaque debido a que se considera un dato confidencial. Por lo tanto, se debe
contemplar un costo adicional asociado a la contratacion de una empresa que ofrezca los

servicios de formacién de bolsas cuyo equipo tenga la capacidad de procesar dichas
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dimensiones sin poner en riesgo la integridad del empaque. Al aumentar la dimension del
empaque se aumenta la superficie y, por ende, se puede dar una afectacion de las

propiedades de barrera requeridas.

5.1.2 Andlisis de las propiedades fisicas de los materiales de empaque:
5.1.2.1 Transparencia

En el caso especifico de la presente investigacion, no se midié cuantitativamente la
transparencia de cada material debido a que no se contaba con el equipo. No obstante, al
comparar contra luz los empaques en estudio, se logré determinar que el P-800 parece dejar
pasar la luz aun cuando su apariencia metalizada indica lo contrario. Por lo que, dicho
empaque, podria presentar la desventaja de que no brinda la proteccion adecuada para los
compuestos sensibles a la luz presentes en la broza de café deshidratada, y ademas se

requiere determinar qué longitudes de onda permite pasar a través de su estructura.

5.1.2.1 Sellabilidad

La sellabilidad es una de las propiedades de mayor importancia a nivel de empaques,
debido a que hace alusion al gasto energético y tiempo que se requiere en lograr el cierre
correcto que no ponga en riesgo el producto envasado. Se relaciona de manera directa con
la temperatura de fusion del material de empaque debido a que es en dicha temperatura en
donde se logra fundir y combinar el o los polimeros que conforman el material
(Grumezescu, 2016).

Las pruebas de sellabilidad se realizaron como prueba al empaque (sin producto
adentro). En el cuadro VII se muestran los valores registrados para los cinco empaques

analizados.
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Cuadro VII. Tiempo, temperatura e impulso eléctrico utilizado para el sellado correcto de

cada material de empaque en funcidn de su grosor y el tipo de selladora utilizado.

Selladora Selladora Fugas en

Material de empaque | Grosor Impulso Eléctrico Superficie Caliente camara al
(nm) Tiempo | Impulso | Tiempo Temperatura vacio
(s) eléctrico (s) (°C)

EE 155 0,50 4 0,50 120 No
PET metal 105 0,55 4 0,60 160 No
P-600 110 0,50 5 0,50 110 No
P-800 60 0,40 3 0,50 60 No
Kraft metalizado 150 No hizo sello No hizo sello NA

En el cuadro VI se observa que los empaques con mayores grosores eran los que
requirieron los valores mas altos de impulso eléctrico y temperatura. Dicho
comportamiento corresponde con lo esperado debido a que los polimeros con mayores
espesores tienen mayor fuerza estructural, por lo que se requiere alcanzar temperaturas mas
altas que permitan fundir y mezclar las estructuras quimicas que conforman el material de
empaque (Umile & Cirillo, 2016). Asimismo, es importante destacar que en la selladora por
impulso eléctrico no se manipuld de manera directa el tiempo y la temperatura, pero si el
grado de impulso eléctrico a generar. No obstante, si se puede asegurar que se alcanzan
temperaturas capaces de fundir y mezclar los polimeros de manera eficiente. Esto se debe a
que el impulso eléctrico, el cual es proporcionado por las resistencias eléctricas, se
encuentra relacionado con la temperatura de calentamiento, tiempo de calentamiento de las
resistencias y presion entre las superficies calientes, que son las que aparecen en el cuadro

anterior.

Ahora bien, es importante aclarar que la ficha técnica del empaque de EE no reporta
el tipo de material utilizado, pero si que es un empaque con una estructura definida que
contiene polietileno.

En los resultados reportados en el cuadro VI, se puede notar que el EE no fue el
empaque que requirié mayores temperaturas o tiempo para fundirse y lograr el sello, aln
cuando es una resina con alta dureza y la que posee mayor grosor (155 um). Lo anterior se

puede atribuir a que, al contener polietileno, se logra mejorar las propiedades de
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sellabilidad del material. Esto tomando en consideracion que el polietileno de baja densidad
y de alta densidad posee una temperatura de fusion de 121-17 °C y 135-154 °C
respectivamente (Alavi et al., 2014).

Ahora bien, el empaque PET metal fue el que requiri6 un mayor tiempo,
temperatura e impulso eléctrico para garantizar un sellado apropiado, ain cuando el grosor
del empaque (105 um) fue inferior al del kraft metalizado (150 um) y el de EE (155 um). El
comportamiento obtenido se debe a que la composicion el empaque PET metal se basa en
una serie de laminas a base de polipropileno (temperatura de sellado de 140-205 °C),
polietileno de tereftalato (temperatura de sellado de 205- 220 °C) y polietileno (temperatura
de sellado de 110-135 °C). Los materiales mezclados poseen altos puntos de fusién, por lo
que su combinacion implica mayores condiciones de tiempo y temperatura para lograr
fundir todas las capas y sellarlas (Alavi et al., 2014; Thomas & Visakh, 2011).

En el caso especifico del empaque Kraft metalizado, no se logré el sellado correcto
con ningun tipo de selladora. Dicho comportamiento se debe al elevado grosor del empaque
y a que la capa exterior es a base de papel kraft. Este Gltimo material posee una resistencia
elevada, la cual estd asociada a que en su composicion hay un bajo contenido de lignina y
una alta relacion de azufre. Ademas, al no estar blanqueado, su resistencia se mantiene
elevada, lo cual evita que se funda, y por ende, no se alcancen las demas capas del empaque
(Awada et al., 2015; Brodin, 2009).

El empaque P-600, en comparacion con el empaque P-800, requirié mayor tiempo
de contacto, temperatura e impulso eléctrico para lograr el sellado correcto. Esto debido a
que el primero esta conformado por una mayor cantidad de ldaminas (PET, PE baja densidad
y aluminio) y también posee mayor grosor. Ademas, aun cuando el P-600 y P-800 poseen
el mismo polimero en su composicion (PET), la diferencia entre el entrecruzamiento de las
cadenas, contraccion y orientacion o combinacion con los demas componentes hace que se

cambie la densidad y, por lo tanto, la sellabilidad del material (Thomas et al., 2012).
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5.1.2.3 Propiedades de barrera
5.1.2.3.1 Velocidad de transferencia de vapor de agua (VTVA)

La velocidad de transferencia de vapor de agua (VTVA) es una de las principales
propiedades de barrera analizadas en los materiales de empaque. Permite medir la masa de
agua que logra atravesar una superficie homogénea de un material en un tiempo
determinado de 24 horas (g/m?-24h). Es una propiedad que resulta de interés debido a que
estd directamente relacionada con la vida atil y estabilidad del producto envasado, por lo
gue cuanto menores sean los valores de VTV A mejores seran las propiedades de barrera del
material de empaque (Lagaron, 2011; Mrki“c et al. 2007).

Por medio del cuadro VIII se detallan los valores de velocidad de transferencia de
vapor de agua (VTVA) evaluados a nivel experimental a 23 y a 35 °C para los empaques.
En dicho cuadro se muestra que los valores de VTVA presentaron diferencias significativas
entre empaques para la temperatura de anélisis de 23 °C (p <0,0001) y 35 °C (p <0,0003).
Asi, al aplicar la prueba Tukey (p <0,05) se obtuvo que para 23 °C los empaques EE, PET
Metal y P-600 no fueron significativamente diferentes entre si, pero si difieren con respecto
a P-800 y Kraft metalizado. Ademas, estos dos Ultimos empaques fueron significativamente
diferentes entre si. A 35 °C, los empaques EE, PET Metal, P-800 y Kraft metalizado no
fueron significativamente diferentes entre si, pero si con respecto al empaque P-600. Este
altimo fue el de menor VTVA.

Cuadro VIII. Velocidad de transmision de vapor de agua obtenido experimentalmente a
23 °C y 35 °C para cada material de empaque analizado.

VTVA
Material de Empaque (g/m?-24h)
T=23°C T=35°C
EE (28,56 + 8,27)° (84,36 + 19,52)°
PET Metal (26,07 +8,27)° (81,88 + 19,52)?
P-600 (24,74 +8,27)° (48,80 + 19,52)°
P-800 (77,55 + 8,27)° (92,13 + 19,52)?
Kraft Metalizado (62,44 +8,27)° (82,85 + 19,52)?

Nota: Para cada temperatura de andlisis los promedios de los valores de VTVA reportados con letras distintas
son significativamente diferentes. Promedios reportados con 95 % de confianza.
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Adicionalmente, en el cuadro VIII se observa que los cinco empaques analizados
presentaron mayor VTVA a 35 °C con respecto a 23 °C. Es decir, al aumentar la
temperatura se genero una disminucion en la capacidad de barrera de los empaques hacia el
permeante, ademas, el P-600 fue el que menor cambio sufri6. Dicho comportamiento
concuerda con lo esperado debido a que el flujo de vapor es directamente afectado por
cambios en la temperatura, asi como también por diferencias en la humedad relativa dentro

y fuera del empaque (Kim, 2016).

De igual manera, se puede notar que la velocidad de transmision de vapor de agua
(VTVA) vario en funcion de la naturaleza de los polimeros para todos los empaques y con
las dos temperaturas analizadas (23 °C y 35 °C). Esto se asocia a las diferencias presentes
en cuanto a las caracteristicas fisicas y quimicas de cada material de empaque (Waack et
al., 1955). No obstante, todos los valores de VTVA obtenidos experimentalmente se
encontraron dentro del rango reportado para la mayoria de peliculas de plastico con el cual
se favorece la conservacion de los alimentos, el cual va de 1-100 g/m®24h (Keller &
Kouzes, 2017).

Los valores de VTVA obtenidos para el empaque P-600 demostraron que,
independientemente de la temperatura, su estructura posee una resistencia fisica mas
eficiente hacia el paso de las moléculas de agua capaces de difundirse a través de sus
polimeros. Este comportamiento se asocia a la combinacién de materiales en su
composicion, ya que el PET es una pelicula con alta resistencia al calor y con una
transmision de vapor reportada tedricamente entre 15-20 g/m?-24h a 38 °C y 90 % HR.
Ademas, la presencia de LDPE coextruido también le confiere una excelente estabilidad
térmica, lo que a su vez permite que se pueda utilizar en un amplio rango de temperaturas
sin que se genere degradacion térmica. Cabe destacar que el proceso de coextrusion del
LDPE es lo que contribuye a mejorar las propiedades de barrera del material, en
comparacion con las que tiene que el LDPE sin coextruirse, que son de 10-20 g/m?-24h a 38
°Cy 90 % HR (Giles et al., 2014).
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El empaque PET Metal fue el segundo empaque con menor VTVA a 23 °C, pero al
analizar su comportamiento a 35 °C se obtuvo que la ganancia de masa incremento a mas
del triple. Dicho incremento tan marcado puede estar asociado principalmente a la
presencia de polietileno en su estructura, ya que los polimeros amorfos como el polietileno
poseen una mayor permeabilidad a los gases en comparacion con los polimeros cristalinos
(ej: celulosa) conforme se aumenta la temperatura. No obstante, en el caso especifico del
polietileno, posee una constante de permeabilidad mayor debido a que tiene una energia
cohesiva menor, aun cuando posee una alta simetria en su estructura, en comparacion con la
permeabilidad de estructuras que también se catalogan como simétricas y con bajas

permeabilidades, como lo es el policloruro de vinilo lideno (Waack et al. 1955).

Ahora bien, en el caso del empaque de EE, el valor de VTVA obtenido
experimentalmente a 23 °C hace que se catalogue como el tercer empaque con mejor
barrera a 23 °C, solamente superado por el P-600 y PET Metal. No obstante, al igual que
sucedio con el PET Metal, el VTVA aumentd tres veces su valor al incrementar la
temperatura del andlisis a 35 °C. Dicho aumento de VTVA a 35 °C hizo que fuera el
segundo empaque con peor capacidad de barrera y menor estabilidad frente a los cambios
de temperatura, lo cual concuerda con lo reportado por Eval Americas (2009), ya que el
material que lo constituye es higroscépico con sensibilidad a ambientes con alta humedad
relativa. Ademas, si se combina con cambios de temperatura, los filamentos que lo
conforman se vuelven més susceptibles a la degradacion, motivo por el cual un aumento de
10 °C puede provocar que su tasa de transferencias de gases se incremente hasta mas del

doble (Somwangthanaroj et al., 2012).

El empaque P-800 esta hecho a base PET, PET metalizado (MetPET), adhesivos y
aditivos que hacen que se mejoren las propiedades fisicas, como el brillo. No obstante,
aunque el MetPET tiene una buena barrera de oxigeno y humedad, el VTVA obtenido
experimentalmente para las dos temperaturas analizadas fue el mas alto en comparacion
con los demas empaques analizados. Dicho comportamiento se asocia al bajo grosor del
empaque (60 pm), asi como también a que el proceso de metalizacion del PET produce

cambios significativos, principalmente en las propiedades opticas y eléctricas. Ademas, el
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uso de varios aditivos y adhesivos en la composicion de un empaque (como se reporta en la
ficha técnica) hace que se incremente la permeabilidad del vapor de agua debido a que se
disminuyen las fuerzas intermoleculares en la cadena del polimero y, por ende, se genera
mayor movilidad molecular y mayor capacidad de entrada de las moléculas de agua (Paine,
2012).

Para el empaque Kraft metalizado se esperaba un bajo valor de VTVA debido al
elevado grosor del empaque (150 pm), ya que es una estructura que esta conformada por
aluminio. No obstante, los resultados de VTVA obtenidos a nivel experimental fueron
elevados, y puede atribuirse a que al flexionar el papel de aluminio este puede ser
facilmente agrietado. Ademas, el papel kraft (capa externa), al mojarse, disminuye

drasticamente sus propiedades de barrera (Kerry, 2012).

5.1.2.3.1 Coeficiente de Permeabilidad

El coeficiente de permeabilidad es una medida de la velocidad con la que una
cantidad de permeante (gas o vapor) pasa a través de un sélido en funcién del area del
polimero, en un tiempo determinado y con una diferencia de presion a través del material
(g-m/m?-s-Pa). Cuanto menor sean los valores, mejor barrera al vapor de agua.

En el cuadro IX se muestran los coeficientes de permeabilidad a 23 y 35 °C para los
materiales de empaque analizados. Con base en los resultados estadisticos se obtuvo que los
coeficientes de permeabilidad de los materiales de empaque presentaron diferencias
significativas para la temperatura de analisis de 23 °C (p <0,0001) y 35 °C (p <0,0001).
Por tanto, al aplicar la prueba Tukey Kramer HSD (a= 0,05), se obtiene que para 23 °C no
fueron significativamente diferentes entre si los empaques Kraft Metalizado y PET Metal al
igual que P-800 y P-600. No obstante, el empaque EE fue significativamente diferente con
respecto a todos los anteriores. Al aumentar la temperatura a 35 °C, los empaques EE y
Kraft metalizado entre si, al igual que P-600 y P-800 entre si, no fueron significativamente

diferentes, pero si lo fue el PET Metal con respecto a los anteriores.
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Cuadro IX. Coeficiente de permeabilidad obtenido experimentalmente a 23 °C y 35 °C

para cada material de empaque analizado.

. Coeficiente de Permeabilidad (g-m/m?s-Pa)
Material de Empaque
T=23°C T=35°C
EE (2,06 x10™™ +5 47x10%%)° (6,08 x10 + 9,96x10*%)2
PET Metal (4,03 x10™+5,47x107%)? (5,07 x10™* + 7,13x10%%)°
P-600 (1,26 x10™ 5 47x107%)° (2,50 x10 + 9,97x10*%)°
P-800 (2,17 x10™'45,47x10"2)° (2,57 x10™'+ 9 97x10™2)°
Kraft Metalizado (4,36 x10™+5,47x107%)? (5,78 x10™+ 9,72x107*%)?

Nota: Para cada temperatura de anélisis, los promedios de los valores de VTVA reportados con letras distintas
son significativamente diferentes. Promedios reportados con 95 % de confianza.

A partir del cuadro IX se puede apreciar que, al incrementar la temperatura, se
aumenta el valor de los coeficientes de permeabilidad de todos los empaques, excepto para
PET Metal. Dicho comportamiento concuerda con lo mencionado por Mrki“c et al. (2007),
debido a que la temperatura ejerce un estrés mecénico en el polimero, lo cual a su vez hace
que cambien las propiedades de barrera por un incremento en el nivel de energia de

permeabilidad de las moléculas.

Es importante destacar que, a partir del cuadro IX, también se puede notar que, para
las dos temperaturas analizadas, el empaque Kraft metalizado y el EE fueron los que
obtuvieron los coeficientes de permeabilidad mas altos, ain cuando eran los empaques con
mayores grosores. Dicho comportamiento se puede atribuir a las caracteristicas
fisicoquimicas de cada material, como lo son la densidad, cristalinidad, orientacion, entre
otras (Siracusa, 2012). En el caso especifico del Kraft metalizado y el EE, ambos empaques
poseen polietileno en su composicion, el cual es un polimero semicristalino que tiene una
fase cristalina rigida y una fase amorfa elastica. Dicha semicristalinidad lo vuelve mas
susceptible a los cambios de temperatura, ya que la temperatura hace que disminuya su
cristalinidad y, por ende, se dé un aumento de la fase amorfa la cual produce los fendmenos

de sorcion y difusion del permeante en los polimeros semicristalinos (Cocca et al., 2011;
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Olkhov et al., 2003; Siracusa, 2012). Ademas, la manipulacién de las bolsas y el peso que

soportan son factores que pueden provocar grietas en el empaque.

Ahora bien, tomando en consideracién lo previamente mencionado, se esperaria que
el empaque P-600 obtenga un coeficiente de permeabilidad alto. Esto debido a que esta
compuesto por polietileno de baja densidad, el cual posee un porcentaje de cristalinidad
bajo que va entre 40-60 % Yy, por ende, un porcentaje elevado de la fase amorfa. No
obstante, los resultados experimentales difieren de lo esperado debido a que el empaque P-
600 fue el de menor permeabilidad junto con el P-800. EI comportamiento presentado se
puede asociar a que los polimeros también pueden actuar como filtros de membrana,
permitiendo el paso de algunas moléculas rapidamente y retardando el paso de otras. Dicha
restriccion se asocia con factores como el tamafio de la molécula del permeante y la
afinidad del permeante con la matriz polimérica (segun polaridades) (Aguilar, 2007).
Aunado a lo anterior, es importante destacar que el aumento en los coeficientes de
permeabilidad del Kraft metalizado, P-800 y PET Metal se atribuye a que las peliculas que
poseen algunas de sus capas metalizadas presentan mayor estrés debido a la temperatura y,
por ende, cambios en las propiedades de barrera. Esto se da porque al estar metalizados se
vuelven mas susceptibles a la rugosidad de la superficie y al incremento de poros en su
estructura (Galotto et al. 2008).

5.1.3 Empaques seleccionados para el estudio de almacenamiento de la broza de
café deshidratada

Con los resultados expuestos con anterioridad, se procedié a efectuar una
comparacion estadistica de las variables de interés para los diferentes empaques con
respecto a las obtenidas en el empaque con mejores propiedades. Debido a que el interés
estuvo en seleccionar los empaques con menor permeabilidad, se procedié a efectuar la
prueba estadistica Hsu MCB (o= 0,05%). Dicha prueba implica una comparacion con el
mejor empaque definido segin la obtencion de los valores mas bajos de velocidad de
transmision de vapor de agua (VTVA) y coeficientes de permeabilidad (P). En dicho

analisis se busco determinar cuando no se presentaron diferencias significativas, ya que en
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este caso se indica que el promedio reportado para cada variable respuesta de cada empaque

no fue significativamente mayor con respecto al valor minimo (mas bajo) obtenido.

Por lo tanto, se obtuvo que a 23 °C los empaques PET Metal (p = 0,6019) y EE (p=
0,2249) obtuvieron los valores més bajos y cercanos al valor de VTVA del empaque P-600
(mas bajo reportado); pero a 35 °C ninguno se acercd al valor mas bajo, el cual fue
obtenido con P-600. De igual manera, al analizar el coeficiente de permeabilidad, se obtuvo
que a 23 °C ningun empaque se acercé al valor méas bajo obtenido por P-600; y a 35 °C
solamente se acerco el empaque P-800 (p=0,7166).

Consecuentemente, partiendo de lo analizado con anterioridad, se considera que los
mejores empaques a utilizar para el estudio de almacenamiento de la broza de café
deshidratada, eran el empaque EE, P-600 y PET metal. Dichos empaques impiden el paso
de la luz, excepto el EE, poseen buenas caracteristicas de sellabilidad, tienen las mejores
propiedades de barrera analizadas (los valores mas bajos de transmision de vapor de agua y
permeabilidad) y son menos afectados por cambios de temperatura. Ademas, cuentan con
certificaciones de que el proceso y los materiales utilizados son inocuos y son aceptados en
los diferentes reglamentos asociados con envases alimentarios (seccion 5.1.1).

5.2 Evaluacion de la influencia de la temperatura y tipo de empaque durante el
almacenamiento de la broza de café deshidratada sobre el contenido de antocianinas,
acido clorogenico, humedad, color y sabor

5.2.1 Variaciones en el contenido de &cido clorogénico y cianidina 3-o-rutinosido por
HPLC

Para la cuantificacion del contenido de &cido clorogénico y antocianinas en la broza
de café, se elabord una curva de calibracion con diferentes concentraciones de reactivo puro
(estandar analitico) de acido clorogénico y cianidina-3-o-rutinosido como patrones de
referencia. En la seccion 9.4 en anexos se muestran las respectivas ecuaciones de regresion
lineal obtenidas para cada patron de referencia en funcion de la concentracion (mg/L) y el
area de la sefial. Asi como también, las caracteristicas de desempefio del método (seccion
9.6 en anexos) y los cromatogramas de las muestras de broza de café deshidratada con y sin

enriquecimiento (seccién 9.5 en anexos) utilizados para corroborar que las sefiales o picos
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aumentados correspondieron a cianidina 3-o-rutinosido y el acido clorogénico. Para este
altimo compuesto, se observa (ver anexo 9.5) un corrimiento de los picos, pero si se logran
identificar correctamente ya que se mantiene el patron de sefiales como lo expuesto por

Garcia & Quintero, 2008 y por Geremu et al., 2016 (ver anexo 9.7, figura A.7).

En el cuadro X se detallan los tiempos de retencion utilizados segin cada sefial

obtenida en los cromatogramas.

Cuadro X. Tiempos de retencion obtenidos segin longitud de onda para los compuestos

evaluados.
Compuesto Tiempo de retencion Longitud de onda (nm)
(min)
Cianidina 3-o-rutinosido 14,13 512
Acido clorogénico 9,29-11,45 327

En el cuadro X se observa que el tiempo de retencion fluctu6 entre 9,29-11,45
minutos para el acido clorogénico. Dichas variaciones pueden asociarse a pérdida de
especificidad de la columna por obstruccién de sus poros o a que hay compuestos en la
broza de café deshidratada que se encuentran reaccionando con el acido de interés, por lo
que se generan corrimientos de las sefiales. No obstante, en las figuras expuestas en la
seccion 9.5 en anexos, se puede notar que el ordenamiento y la separacion de las sefiales se

mantuvo igual, solamente variaron los tiempos.

En cuanto a los limites de deteccion (LD) y de cuantificacion (LC) obtenidos para el
acido clorogénico y cianidina 3-o-rutinosido (ver anexo 9.6) se obtuvo que la concentracion
minima de cada compuesto que pudo ser detectada, medida y reportada con fiabilidad
correspondi6 a 2,02 mg/L y 0,23 mg/L para acido clorogénico y cianidina 3-o-rutinosido
respectivamente. Mientras que el limite de cuantificacion mas bajo de la concentracion
(punto mas bajo de la curva de calibracion) para la obtencion de una medida precisa fue de

6,73y 0,78 mg/L respectivamente.
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5.2.1.2 Anélisis de las muestras de broza de café:

Para la variacion de la concentracion de cianidina-3-o-rutinosido en funcion de las
condiciones de almacenamiento, se obtuvo, mediante analisis estadistico (o= 0,05) que los
factores simples, la condicion de almacenamiento (p = 0,0137), el blogue (p= <0,0001) y el
tiempo de almacenamiento (p= <0,0001) presentaron diferencias significativas, y no se
presento interaccion de dichos factores. Ademas, al aplicar la prueba Tukey-Kramer HSD
(o =0,05), se encontré que la condicion real de almacenamiento fue la que permitio la
mayor conservacion de cianidina-3-o-rutinosido a lo largo del estudio, y que la
concentracion del compuesto en el bloque dos fue significativamente mayor en
comparacion con el blogue 1 y 3 para las dos condiciones analizadas. Lo previamente
mencionado se muestra por medio del cuadro XI.

Cuadro XI. Promedios de la concentracion de cianidina-3-o-rutinosido obtenidos segun
bloque y condicion de almacenamiento en broza de café deshidratada.

Concentracion de cianidina 3-o-rutinosido
(mg/ g muestra)

Condicion de Almacenamiento Bloque
Real Controlada 1 2 3
0,200% 0,179% 0,116° 0,350" 0,103%

Nota: Se reporta con letras distintas la presencia de diferencias significativas con un 95% de confianza en los
valores de concentracion obtenidos por medio de la prueba de Tukey.

Asi mismo, al analizar la relacion estadistica entre la concentracion de cianidina 3-
o-rutinosido (mg/g muestra) y el tiempo (meses), se obtiene la siguiente ecuacion de

regresion:

Concentracién de cianidina 3-o-rutinosido = 0,2942 - 0,021 * Tiempo [7]
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Dicha ecuacion indica que la concentracion de cianidina disminuyo en 0,021 mg/g
por mes, con un coeficiente de determinacion (R?) entre el contenido de cianidina y el
tiempo del 18%. Es decir, la variacion total de la concentracion de cianidina es explicada
por el modelo de regresién en un 18 %. En la figura 5 se muestra la degradacion de

cianidina 3-o-rutinosido en funcion del tiempo de almacenamiento.
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Figura 5. Variacion de la concentracion de cianidina 3-o-rutinosido (mg/g muestra) segun
tiempo de almacenamiento en meses para la broza de café deshidratada.

Para la variacion de la concentracion de acido clorogénico en funcién de las
condiciones de almacenamiento, se obtuvo mediante analisis estadistico (o= 0,05), que los
factores simples que presentaron diferencias significativas fueron el bloque (p= <0,0001),
tiempo de almacenamiento (p= <0,0001), tipo de empaque (p= <0,0001) y condicién de

almacenamiento (p= 0,0004). Mientras que solamente la interaccion entre el tipo de
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empaque y la condicion de almacenamiento (p= <0,0011) presentaron diferencias

significativas.

Al aplicar la prueba Tukey Kramer HSD (o= 0,05) se obtuvo que el bloque 3 fue
significativamente diferente con respecto al bloque 1 y 2 debido a que fue el que presento6

una menor concentracion del compuesto, como se muestra en el cuadro XI1I.

Los empaques PET Metal y P-600 fueron significativamente diferentes del EE
debido a que este ultimo empaque fue el que permiti6 la mayor conservacion de ACG en
condiciones reales, mientras que el empaque P-600 conservé menos ACG que los otros dos
empaques en condiciones controladas. Asimismo, la condicion real (actual) conservo mejor
la concentracion en comparacion con la condicién controlada. Dichos resultados se

muestran por medio de la figura 6.

Cuadro XII. Variacion promedio de la concentracion de acido clorogenico (mg/g muestra)
segun bloque para la broza de café deshidratada.

Bloque Concentracion Acido Clorogénico
(mg/g muestra)
1 1,766"
2 1,809"
3 1,660°

Nota: Para cada bloque se reporta con letras distintas la presencia de diferencias significativas con un 95 % de
confianza.
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Tipo de Empaque
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Figura 6. Variacion de la concentracion promedio de acido clorogénico (mg/g muestra)
presente en la broza de café deshidratada segun condicion de almacenamiento y tipo de
empaque. Se reporta con letras distintas la presencia de diferencias significativas con un 95
% de confianza.

Al analizar la relacién estadistica entre la concentracion de acido clorogénico (mg/g

muestra) y el tiempo (meses), se obtuvo la siguiente ecuacion de regresion:
Concentracion de acido clorogénico = 2,389 - 0,129 * Tiempo [10]

Dicha ecuacion indica que la concentracion de acido clorogénico disminuy6 en
0,129 mg/g por mes, con un coeficiente de determinacién (R?) entre el contenido de 4cido y
el tiempo del 70 %. Es decir, la variacion total de la concentracion de acido clorogénico es
explicada por el modelo de regresion Unicamente en un 70 %. En la figura 7 se muestra la
ecuacién de regresion obtenida para la degradacion de acido clorogénico, donde se observa
una pérdida de més de la mitad del compuesto al cabo de los diez meses de
almacenamiento.
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Figura 7. Variacion generalizada de la concentracion de &cido clorogénico (mg/g muestra)
segun tiempo de almacenamiento en meses para la broza de café deshidratada.

Ahora bien, con base en lo mostrado previamente, se puede notar que las
condiciones reales permitieron una mejor conservacion del acido clorogénico y cianidina 3-
o-rutinosido en comparacion con las condiciones controladas. EI comportamiento obtenido
se debid a que las temperaturas en las condiciones reales variaron significativamente (desde
21°C a 35 °C) durante los primeros seis meses, y, aunque se alcanzaron temperaturas
mayores a las de las condiciones controladas (25 °C), el tiempo de exposicion a dichas
temperaturas fue corto y no fue constante; por lo que no se logré ver el efecto de las
temperaturas altas (superiores a 25 °C) reflejado en el estudio de almacenamiento.

Adicionalmente, en las figuras 5 y 7 se pudo notar que durante los dos primeros

meses de almacenamiento se presentd una disminucién abrupta de los compuestos de

75



interés (acido clorogénico y cianidina 3-o-rutinosido) en las dos condiciones de
almacenamiento analizadas (real y controlada) y para los tres tipos de empaque en estudio
(promedio). Dicha disminucién fue mas pronunciada en el &cido clorogénico que en la
antocianina. EI comportamiento se puede deber a la alta inestabilidad del acido clorogénico
frente a la temperatura. En el caso especifico del cido clorogeénico, la temperatura lo puede
degradar casi totalmente a derivados de fenol, isomerizarlos, transformarlos en
quinolactonas y/o degradarlos en compuestos de bajo peso molecular (Trugo, 1984). Por
este motivo se han reportado disminuciones significativas de acido clorogénico entre el café
tostado y sin tostar (Zamora, 2009). En el caso de la antocianina, la degradacion fue
notoria, pero menos pronunciada debido a que en ella la temperatura induce una
destruccion lenta de los pigmentos hasta transformarse en chalcona. La chalcona es una
estructura inestable que se degrada en compuestos de color café (Guzman et al., 2010).

También se pudo notar que independientemente del empaque utilizado, la
concentracion de cada compuesto disminuyo a través de los diez meses de almacenamiento
hasta alcanzar valores poco cambiantes, siendo esta la principal diferencia en el
comportamiento a lo largo de los meses. Esta variacion estable correspondi6 a los ultimos
tres meses de almacenamiento establecida a una temperatura de 22°C, lo cual podria indicar
que temperaturas mas bajas pueden reducir la destruccion del ACG. Ademas, las
variaciones también se pueden atribuir a las propiedades de barrera de cada empaque
(analizadas previamente en la seccion 5.1), asi como también a la posible presencia de la
enzima polifenoloxidasa (PPO) la cual genera modificaciones estructurales en los
compuestos y, por ende, se modifican los tiempos de retencion utilizados para su
cuantificion mediante HPLC (Zaro, 2014).

No obstante, es importante destacar que, aunque la broza de café deshidratada fue
elaborada en condiciones que garantizan su estabilidad, existe la posibilidad de que adn
quede presencia de actividad enzimatica latente. Es decir, que una porcion o toda la enzima
se encuentre en forma inactiva, pero susceptible de ser activada por uno o varios

tratamientos intencional o deficientemente aplicados (Yemenicioglu et al., 1998).
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En el caso especifico de la enzima polifenoloxidasa en estado latente (PPO latente),
su activacion podria contrarrestar el efecto de la inactivacion por calor. Esto debido a que el
tratamiento térmico puede causar un aumento en la liberacion de PPO unidas a la
membrana. Dicha liberacién puede darse en mayor cantidad si la muestra, previo al
tratamiento térmico, no se sometid a algun procedimiento de ruptura de células o alteracion
de tejidos que permitiera liberar la totalidad de las enzimas. Por lo que al generarse el
mecanismo de activacion de la enzima se genera una asociacion y disociacion de proteinas
(cambios conformacionales que limpian el polipéptido de extension, pero protegen el sitio
activo de la enzima latente) hasta la transformacion de la enzima del estado latente hacia
una forma activa transitoria. Dicho comportamiento (activacion de la PPO latente por calor)
se ha observado en manzana Gloster, uvas, albaricoque, melocoton, aguacate, cascara de
manzana, grano de cacao y otros (Derardja et al., 2017; Cabanes et al., 2007; Yemenicioglu
et al., 1998).

En cuanto a las variaciones en las concentraciones de acido clorogénico y antocianina
obtenidas entre los bloques (diferentes fechas de recoleccion de cosecha), se obtuvo que
efectivamente hubo una variacion significativa asociada al grado de madurez del fruto, la
cual se puede visualizar por medio del cuadro XI y XII, en donde se detallan las

concentraciones (mg/g) segun los bloques.

A partir de dichos cuadros se observa que las concentraciones més altas de cada
compuesto (para cero meses de almacenamiento) se obtuvieron en el bloque 2, el cual
representa el pico de la cosecha donde hay mayor cantidad de café en estado maduro. El
resultado obtenido concuerda con lo reportado por Marin & Puerta (2008) en donde los
valores mas altos de &cido clorogénico se obtuvieron para los granos de café en estado
maduro y sobre maduro. De igual manera, concuerda con lo reportado por Puertas et al.,
(2012) en donde los valores mas altos de antocianina se obtuvieron para el fruto del café en

estado sobre maduro.
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5.2.1.3. Cinéticas de degradacion de la concentracion de acido clorogénico y
cianidina 3-o-rutinosido

La determinacion de los pardmetros cinéticos de degradacion durante el
almacenamiento es de utilidad para predecir los cambios en la concentracion de los
compuestos de interés. Para ello, se efectud el ajuste de cada cinética segin modelos de
reaccion de orden cero y orden uno, con el objetivo de determinar el modelo que mejor
describe la degradacion de &cido clorogénico y cianidina 3-o-rutinosido a través del tiempo.

Es importante destacar que las cinéticas de degradacion de compuestos son
dependientes de la temperatura, es decir, solamente pueden efectuarse para compuestos
expuestos a una misma temperatura (Sanchez, 2015). Por lo tanto, para fines del presente
estudio so6lo se pudo realizar cinéticas para las condiciones de almacenamiento controladas
(CC) durante los primeros seis meses que estuvo a una temperatura de 25 °C (equivalente al
almacenamiento a partir de los 0 a 183 dias) y los Gltimos tres meses que estuvo a una
temperatura de 22 °C (equivalente al almacenamiento a partir de los 244 a los 292 dias). Lo
anterior se debe a que en las condiciones reales de almacenamiento (CR), la temperatura
durante los primeros seis meses (equivalente a al almacenamiento a partir de los 0 a 183

dias) fluctu6 de manera significativa y no esperada entre 21-35 °C.

En la figura 8 se muestra graficamente el modelo ajustado a una cinética con orden de
reaccion uno. En dicho modelo (orden uno), se representd el logaritmo natural de la
concentracion en funcion del tiempo de almacenamiento en dias para cada temperatura de
almacenamiento. Mientras que para el segundo modelo (orden cero), se efectu6 el mismo
procedimiento, pero con la concentracién en funcion del tiempo de almacenamiento en
dias. Seguidamente, en el cuadro XIllII, se detalla el analisis de regresion y los criterios de
calidad del ajuste obtenidos para cada orden de reaccion.
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Figura 8. Degradacion del acido clorogénico (AC) (a,b,c) y cianidina 3-o-rutinosido (d,e,f) con modelo de cinética de orden uno para
la broza de café deshidratada almacenada en condiciones controladas a 25 °C para los diferentes empaques y bloques analizados.
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Cuadro XIII. Estadistica de regresion lineal simple para los modelos de orden cero y uno de la cinética de degradacion de acido
clorogénico y cianidina 3-o-rutinosido de la broza de café deshidratada segin bloque, empaque y temperatura para las condiciones

controladas.

Orden 1 Orden 0
Compuesto Blogue EEE:::E T=15°C T=11°C T=15"° T=22"C
r CME P r CME P r CME P r CME P

P-600 0.3396 01106 | 00014 | 08724 | 029561 | 02326 | 08376 | 02660 | 00033 | 03944 | 00052 0,0206
1 PET Metal | 07303 01352 | 00143 | 05044 | 00104 | 04395 | 06924 | 02793 00202 | 05944 | 00104 04395
EE 0.3646 00882 | 00024 | 04056 | 00109 | 03605 | 08285 | 02165 00044 | 05460 | 00138 04394
. P-600 07939 01516 | 00067 | 09603 | 00091 | 01277 | 07258 | 04316 | 00146 | 09309 | 00203 0,1693
r]u;tgs:im 1 PET Metal | 07324 01650 | 00140 | 09925 | 00062 | 01061 | 06970 | 04466 | 00194 | 09943 | 00038 00482
EE 06393 02032 | 00309 | 09724 | 00047 | 01062 | 06039 | 03237 00393 | 09724 | 00070 0,1062
P-600 08141 00833 | 00054 | 08935 | 00280 | 03003 | 08141 | 00833 00054 | 08042 | 00309 02918
3 PET Metal | 09733 00343 | <00001 | 09725 | 00062 | 01061 | 09734 [ 00343 | =00001 [ 09994 [ 00010 0,0148
EE 0.9663 00375 | =00001 | 08542 | 00309 | 02918 | 09663 | 00375 | =00001 | 08126 | 00337 02850
P-600 07647 02003 | 00045 | 09999 | 00351 | 00672 | 07849 | 00247 00034 | 09997 | 00003 00116
1 PET Metal | 08138 01804 | 00021 | 09938 | 00265 | 00304 | 08135 | 00210 00022 | 09340 | 00019 0,0808
EE 09137 01586 | 00002 | 0.4820 | 00189 | 06815 | 09179 | 00170 [ 00002 | 04036 | 00011 0,36035
Cianiding 3o P-600 0.7560 01318 | 00050 | 09780 | 00370 | 02271 | 07964 | 00412 00029 | 09021 | 08041 02026
rutinosido 2 PET Metal | 09444 00409 | <0 0001 | 09167 | 00319 | 01863 | 09419 [ 00174 | =00001 [ 09265 [ 00069 0,1747
EE 09516 00754 | =00001 | 09410 | 00205 | 01693 | 09779 | 00180 [ =00001 | 09362 | 00033 01625
P-600 0.9004 01778 | 00003 | 06873 | 01422 | 035081 | 09276 [ 00154 | 00001 [ 05946 [ 00014 04394
3 PET Metal | 038376 02108 | 00005 | 08458 | 01188 | 02369 | 08008 | 00322 00027 | 08203 | 00042 02712
EE 0.9740 00751 | =00001 | 09404 | 01414 | 013570 | 09562 | 00128 | =00001 | 00085 | 0.0043 0.,1956

Nota: Cuadrado Medio del Error (CME).
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Con base en los resultados expuestos en el cuadro XIIlI se obtiene que la
degradacion de acido clorogénico y cianidina 3-o-rutinosido siguié una cinética de primer
orden para la temperatura de 25 °C (primeros seis meses de almacenamiento) y 22 °C
(Gltimos tres meses de almacenamiento). La afirmacion efectuada se basa en que los
coeficientes de determinacién (r?) fueron més altos y cercanos a 1 para el modelo de
reaccion de orden uno en comparacion con el de orden cero. Ademas, los valores del
cuadrado medio error (CME) fueron mas bajos para la cinética de orden uno, lo cual indica
que dicha cinética explica con menor error la degradacién de acido clorogénico y cianidina
3-o-rutinosido en cada temperatura de almacenamiento. El orden de reaccion de la cinéticas
de degradacion obtenidas concuerda con lo reportado en la degradacion de compuestos
fendlicos en la cascara de manzana (Henriquez et al., 2014), degradacion de betacianinas,
betaxantinas y vitamina C en jugo de remolacha y miel de abeja (Sanchez et al., 2015),
degradacion de compuestos fendlicos y antocianinas en una bebida funcional a base de
arandano (Torres & Ruiz, 2015), degradacion de antocianinas durante el almacenamiento

en jugo de arandanos, (Zapata et al., 2016), entre otros.

Ahora bien, partiendo del orden uno para las cinéticas, se procedié a determinar el
efecto de la temperatura de almacenamiento y tipo de empaque en la constante de
degradacion (k) y el tiempo de vida media (t 1) del acido clorogénico y cianidina 3-o-
rutinosido presentes en la broza de café deshidratada almacenada en condiciones
controladas. Los datos obtenidos y expuestos a través del cuadro XIV evidencian que la
constante de degradacion (k) fue mayor a 25 °C con respecto a 22 °C. Es decir, a mayores
temperaturas de almacenamiento se gener6 una mayor pérdida de la concentracion de cido
clorogénico y cianidina 3-o-rutinosido. De igual manera, al aumentar la temperatura, se
observo una disminucion del tiempo necesario para que la concentracion de cada
compuesto descendiera a la mitad de su valor inicial (t .;). Es decir, se degrada con mayor

rapidez.
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Cuadro XIV. Efecto de la temperatura de almacenamiento y tipo de empaque en la
constante de degradacion de primer orden (k) y tiempo de vida media (t ;) del &cido
clorogénico y cianidin 3-o-rutinosido presentes en la broza de café deshidratada
almacenada en condiciones controladas.

Compuesto Bloque Empaque - ;I' =25°C - - -[:22 c =
k (dias™) t 15> (dias) k (dias-") t 1, (dias)
P-600 0,0044 158 0,0002 3465
1 PET Metal 0,0031 224 0,0003 2310
EE 0,0031 224 0,0003 2310
. P-600 0,0042 165 0,0014 495
C|0':‘()C(_:I](ggico 2 PET Metal 0,0038 182 0,0010 693
EE 0,0089 78 0,0008 866
P-600 0,0024 289 0,0015 462
3 PET Metal 0,0029 239 0,0011 630
EE 0,0028 248 0,0017 408
P-600 0,0054 128 0,0097 71
1 PET Metal 00053 131 0,0099 70
EE 0,0069 100 0,0004 1733
L P-600 0,0019 365 0,0029 239
candndo- |5 | PET Metal 0,0019 365 0,0029 239
EE 0,0036 193 0,0024 289
P-600 0,0052 133 0,0041 169
3 PET Metal 0,0077 90 0,0082 85
EE 0,0053 131 0,0163 43

5.2.2 Variaciones en el contenido de humedad y actividad del agua (aw)

La humedad en base seca presentd diferencias significativas para los factores
simples, el bloque (p<0,0001), tiempo de almacenamiento (p<0,0001), condicion de
almacenamiento (p<0,0001) y tipo de empaque (p<0,0001) como factores simples. Ademas,
Unicamente la interaccion entre el tiempo y condicion de almacenamiento presentd
diferencias significativas (p<0,0001). EI mismo comportamiento se obtuvo para la actividad

del agua.

Al aplicar la prueba Tukey (figura 9), se obtuvo que para las dos variables respuesta

(humedad y ay) los tres tipos de empaques fueron significativamente distintos entre si,

82




siendo el empaque P-600 el que menor variaciones permitid, seguido por el EE y por dltimo
el PET Metal. El bloque 3 presentd un a, significativamente menor a los bloques 1y 2,

mientras que la humedad fue mayor en el bloque 2, en comparacion con los bloques 1y 3.

08 B Humedsd “ B yumedad
A B

& £ —_—

':|{

¥ 3%

EE PG00 PET Metal

Tipo de Empagque Numero de Bloque

Figura 9. Variacion de la humedad en base seca y actividad del agua de la broza de café
deshidratada en funcion del tipo de empaque (a) y bloque (b). Se reporta con letras distintas
la presencia de diferencias significativas con un 95 % de confianza en los valores de ay y
humedad, respectivamente.

Lo observado por medio de la figura 9 se debe a que la permeabilidad real (difusion
activa de gases y vapores) de los empaques varia inversamente al espesor del material, por
lo que dicha permeabilidad no se logra eliminar de manera efectiva al aumentar el grosor de
los empaques. Por este motivo se siguen observando infiltraciones en el empaque los cuales
aumentan la actividad del agua y su humedad (Cipriani, 2016).

En cuanto a la interaccion entre el factor tiempo y condicion de almacenamiento, la

figura 10 muestra el comportamiento obtenido para la humedad y a,. En dicha figura se
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Humedad (%)

puede notar que, a lo largo del estudio de almacenamiento se generd un aumento sostenido,

el cual fue mayor en condiciones reales con respecto a las condiciones controladas.
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Figura 10. Variacion de la humedad en base seca (a) y actividad del agua (b) de la broza de
café deshidratada almacenada en condiciones reales y condiciones controladas a través del
tiempo de almacenamiento.

Adicionalmente, al analizar las regresiones lineales segiin condicién y tiempo de
almacenamiento, se obtuvo que las condiciones controladas generaron el menor aumento de
humedad y actividad del agua en funcién del tiempo, debido que la pendiente fue mas
pequefa para las dos variables respuesta analizadas. Dicho comportamiento se desprende
de los valores estimados expuestos por medio del cuadro XV, los cuales concuerdan con lo
reportado por Saavedra et al., (2013) en chips de manzana deshidratados, ya que el
incremento de la humedad es directamente proporcional a la temperatura de
almacenamiento. Esto tomando en consideracion que en las condiciones reales se
alcanzaron temperaturas maximas de 35 °C durante los primeros seis meses de
almacenamiento, lo cual hizo que las propiedades de barrera de los empaques decrecieran
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en mayor medida en comparacion con las condiciones controladas, y por ende se
incrementara la migracion gradual de humedad dentro del empaque

Cuadro XV. Pendiente e intercepto obtenidos mediante regresion lineal de la variacion de
la humedad y actividad del agua segun condicién y tiempo de almacenamiento para la
broza de café deshidratada.

Condicién de Almacenamiento

Variable respuesta Real Controlada
Pendiente | Intercepto | R® | Pendiente | Intercepto | R’
Humedad 0,0026 0,0569 0,66 0,0019 0,0598 0,53

Actividad del agua | 0,0009 0,3153 0,53 0,0007 0,2995 0,61

5.2.3 Variaciones en el color por método instrumental

Para la variable luminosidad (L*) se obtuvo que los factores simples que
presentaron diferencias significativas fueron el tipo de empaque (p= 0,0002) y el bloque
(p<0,0001). El empaque PET Metal fue significativamente diferente con respecto a los
empaques EE y P-600. Asimismo, se obtuvo que el bloque 1 fue diferente con respecto a

los bloques 2 y 3. Los resultados mencionados se muestran en la figura 11.

- —T— (a) . 1 , — (b)

B

3 3
= - L]
g # -
{; E
= 3 ux

200 520

ae am

L P-50:0 FET Metal 1 2 3
Tipo de Empaque Blogue

Figura 11. Variacion de la luminosidad (L*) de la broza de café deshidratada en funcion
del tipo de empaque (a) y bloque (b). Se reportan con letras distintas la presencia de diferencias
significativas con un 95 % de confianza en los valores de luminosidad.
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Para la cromaticidad (C*) se obtuvo que el bloque (p <0,0001), tiempo de
almacenamiento (p <0,0001), tipo de empaque (p=0,0031) y condicién de almacenamiento
(p=0,0137) presentaron diferencias significativas como factores simples. Al aplicar la
prueba de Tukey se obtuvo que los tres bloques fueron diferentes entre si, siendo el bloque
1 el de la mayor cromaticidad. De igual manera, al analizar la interaccion entre factores, se
obtuvo que para la cromaticidad, hubo diferencias significativas para el tiempo de
almacenamiento y condicion de almacenamiento (p <0,0001); y tiempo, tipo de empaque y
condicion de almacenamiento (p=0.0007). Esta ultima interaccion triple se encuentra

representada mediante la figura 12.

Para las condiciones de almacenamiento reales, la cromaticidad, al inicio del
tiempo de almacenamiento en el empaque PET Metal fue menor, pero para el final del
almacenamiento fue la mayor. Mientras que en el empaque EE inici6 con la mayor
cromaticidad y al final del almacenamiento fue la menor. En general, se observo que la
cromaticidad aumentd, lo que no ocurrio con la condicion controlada, donde el empaque P-
600 disminuyd. Pero, en los otros dos empaques hubo un aumento de cromaticidad al
aumentar el tiempo, aunque no tan pronunciado como con las condiciones reales, es decir el

color se hizo mas puro (menos mezclado con grises).
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Figura 12. Variacion de la cromaticidad (C*) de la broza de café deshidratada en funcién
del tipo de empaque, condicién y tiempo de almacenamiento.

Para la variable tono (h°) se obtuvo diferencias significativas en el tiempo de
almacenamiento (p = 0,0004) y el bloque (p<0,0001) como factores simples, siendo el
bloque dos el que presenté mayor pérdida de tonalidad, seguido por el 2 y 1. Mientras que
las interacciones entre factores que presentaron diferencias significativas fueron el tiempo
de almacenamiento y tipo de empaque (p=0,0436); y el tipo de empaque, tiempo de
almacenamiento y condicion de almacenamiento (p= 0,0002). Esta ultima interaccion triple

se encuentra representada mediante la figura 13.

En las condiciones controladas, el empaque PET Metal mantuvo un color mas
cercano al rojo conforme avanzé el tiempo de almacenamiento, caso contrario a los otros

dos empaques. Ademas, el empaque PET Metal en condiciones reales permitié una mayor
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velocidad de pérdida de la tonalidad que los otros dos empaques, yendo hacia un color

menos rojo. Siendo el cambio de tonalidad menor en la condicion de almacenamiento

controlado.
Condicion de Almacenamiento
Real " Controlada
w— EE e EE
6401 —p.s00 — P-600
—— PET Metal —— PET Metal
620
600~
o /___’/
@ e
£ = 580 "
)
-
56.0
54.0
52.0
50.0
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10

Tiempo de almacenamiento (meses)

Figura 13. Variacion de la tonalidad (h°) de la broza de café deshidratada en funcion del
tipo de empaque, condicién y tiempo de almacenamiento.

Por lo tanto, con base en lo mencionado con anterioridad se obtuvo que la
luminosidad (L*) y la tonalidad (h°) de la broza de café deshidratada fueron menores en el
empaque PET Metal y en el bloque dos. Mientras que la pureza del color (cromaticidad) se
mantuvo similar en los tres empaques, pero fue ligeramente menor en las condiciones
controladas con respecto a las condiciones actuales. Ademas, los tres parametros evaluados
(L*, h° y C*) evidenciaron una disminucion conforme aumentaba el tiempo de

almacenamiento.

Ahora bien, para la diferencia total de color (AE) a nivel instrumental, se obtuvo que

el bloque (p=0,0002), tiempo de almacenamiento (p<0,0001) y tipo de empaque (p=0,0096)
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presentaron diferencias significativas como factores simples. Ademas, se obtuvieron
diferencias significativas entre la interaccion de los siguientes factores: tiempo de
almacenamiento *tipo de empaque (p=0,0075), tipo de empaque* condicién de
almacenamiento (p= <0,0001) y tiempo de almacenamiento* tipo de empaque * condicién
de almacenamiento (p= 0,0332). Esta Gltima interaccion triple se encuentra representada

mediante la figura 14.

Condicion de Almacenamiento

Real Controlada

6.0 "

— EE = EE
P-600 — P-600
5.5 = PET Metal = PET Metal

5.0

45

40

35

Diferencia Total de Color
(AE)

30

2.5

Tiempo de almacenamiento (meses)

Figura 14. Diferencia total de color (AE) a nivel instrumental de la broza de café
deshidratada en funcion del tipo de empaque, condicién y tiempo de almacenamiento.

Las variaciones de color ocurrieron en las condiciones controladas para el empaque

EE, y las menores para el empaque P-600. Mientras que en condiciones controladas la
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diferencia total de color fue mayor en el empaque PET Metal y los empaques restantes

variaron poco.

Adicionalmente, al analizar las regresiones lineales segin condicién y tiempo de
almacenamiento para la cromaticidad (C*), tonalidad (h°) y diferencia total de color (AE)
como variables respuesta, se obtuvo que a nivel general las condiciones controladas fueron
las que permitieron la menor perdida de cada variable. Dicha aseveracion se efectlia con
base en las pendientes expuestas por medio del cuadro XVI, las cuales son menores para las
condiciones controladas y los tres tipos de empaque analizados. Es decir, un aumento de

temperatura, aungue sea por un tiempo corto, afectd el color de la broza de café.

Cuadro XVI. Pendiente e intercepto obtenidos mediante regresion lineal de la variacion de
la cromaticidad (C*), la tonalidad (h°) y diferencia total de color (AE) a nivel instrumental
en funcion del tipo de empaque, condicion y tiempo de almacenamiento para la broza de
café deshidratada.

Condicién de Almacenamiento
Variable
respuesta Tipo de Real Controlada
SRR Pendiente Intercepto Pendiente Intercepto
EE 0,1857 15,74 0,0554 16,52
Cromaticidad P-600 0,3549 14,69 -0,1129 16,51
(C¥)
PET Metal 0,2565 15,31 0,1470 15,25
EE 0,3179 58,21 0,0399 58,79
Tonalidad (h°) P-600 0,4278 57.33 0,0499 59.12
PET Metal -0,1751 60,25 0,1871 57,94
Diferencia total EE 0,2684 2,72 0,0303 2,73
de color
instrumental P-600 0,01978 3,08 -0,0157 3,23
(AE) PET Metal 0,1421 2,52 0,2122 2,82

5.2.4 Evaluacién de la inocuidad de la broza de café

Por medio del cuadro XVII se muestran los resultados obtenidos tras el analisis de

Salmonella sp. en las muestras de broza de café deshidratada recién generada, es decir, con
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cero meses de almacenamiento. El andlisis previo al proceso de almacenamiento se efectuo
con el objetivo de determinar la inocuidad del alimento y, a su vez, establecer si la broza
podia ser sometida a estudio por medio de paneles sensoriales.

Cuadro XVII. Andlisis de Salmonella sp. en broza de café deshidratada con cero meses de
almacenamiento y en tres diferentes fechas de recoleccion (blogues).

Técnica Tiempo de Bloque Resultados Limite maximo
Microbioldgica Almacenamiento | (fecha de recoleccion) permitido’
1 Ausencia
Ausencia/ - Ausencia/25 g
Presencia Cero meses 2 Ausencia
Salmonella sp. 3 Ausencia

Fuente: (RTCA, 2009)*

Con base en el cuadro XVII se obtiene que la broza de café deshidratada se
encuentra exenta de Salmonella sp. para los tres bloques (fechas de recoleccidn de cosecha)
analizados. Por lo tanto, si se cumple con la normativa estipulada por el Reglamento
Centroamericano (2009) en cuanto a que debe haber ausencia de dicho patdégeno para poder
ser consumido sin causar enfermedad .Ademas, en la seccion 6.3 se muestran los resultados
obtenidos tras el analisis de coliformes fecales, por lo que con base en dichos resultados se
concluy6 que la broza podia ser sometida a analisis sensoriales mediante el uso de las
metodologias previamente determinadas.

5.2.5 Variaciones en el color y sabor por método sensorial

En el cuadro XVIII y XIX se muestran los valores obtenidos de la diferencia
percibida (d") para el sabor y color, respectivamente, de la broza de café deshidratada
analizada con cero meses de almacenamiento, en comparaciéon con 2, 4, 6 y 8 meses de
almacenamiento segun condiciones de almacenamiento y tipo de empaque utilizado. Para
las muestras en las que no se reporta el valor de d' prima se debe a que dicho valor no fue
posible calcularlo debido a que la proporcion de aciertos fue menor a 0,5 (probabilidad =
1/2) que es la probabilidad que se obtiene de acertar al azar para la prueba 2-AFC (Roessler
etal., 1978), y es el valor d'=0.

91




Cuadro XVIII. Valores de d' (d-prima) y probabilidades exactas (o) obtenidas para el analisis de las variaciones en el sabor
durante el almacenamiento de la broza de café deshidratada mediante pruebas de diferenciacion 2-AFC con 30 jueces.

EE PET Metal P-600
Tiempos
comparados Bloque Real Controlada Real Controlada Real Controlada
(meses)
0,25(0,585) | 1.82(<0,001) | 047(0200) | 051(0,362) | 1,35(<0,001) 0,47 (0,200)
Ovs2
Ovs4 0,87(0,016) | 105(0,005 | 1,15(0,005 | 1,05(0,005) | 1,35(<0,001) 0,88 (0,016)
1 1,82 (<0,001) | 1,60 (<0,001) | 2,66 (<0,001) | 0,75(0,043) | 0,47 (0,200) 0,11 (0,856)
Ovs6
5,19 (<0,001) | 0,75 (<0,001) | 2,66 (<0,001) | 1,6 (<0,001) | 1,20 (0,001)
0vs8 1,35 (<0,001)
0vs 2 1,82 (<0,001) | 1,50(0,856) | 0,11(0,856) | 0,11(0,856) | 0,63 (0,099) 0.11 (0.856)
0vs4 , 2,10(<0,001) | 0,59(0,099) | 1,60(<0,001) | 1,60(<0,001) | 2,10(<0,001) 1,35 (<0,001)
0vs6 2,00 (<0,001) | 1,82 (<0,001) | 2,66 (<0,001) | 2,09(<0,001) | 2,09(<0,001) 2,66 (<0,001)
Ovs8 0,47 (<0,001) | 5,19 (<0,001) | 1,60(<0,001) | 2,66(<0,001) | 0,62(0,099) 1,35(<0,001)
1,82 (<0,001)
0vs2 1,05 (0,005 | 1,19(0,001) | 1,05(0,005 | 1,19(0001) | 0,51 (0,200)
Ovs4 3 160 (<0,001) | 2,09(0,001) | 0,11(0,453) | 01(0,856) | 1,05 (<0,001) 1,05 (0,005)
0vs6 1,60 (<0,001) | 0,47 (0200) | 0,62(0,099) | 0,63(0099) | 0,47 (0,200) 0,75(0,043)
0vs8 1,05 (0,005) | 1,60 (<0,001) | 1,99(<0,001) | 1.19(0,001) | 0,47 (0,200) 0,59 (0,099)

Nota: Valores entre paréntesis corresponden a las probabilidades exactas. Valores entre paréntesis y en negrita corresponden a las probabilidades exactas
que presentaron diferencias significativas (p<0,05). Valores con casilla sombreada representan las muestras a diferentes tiempos de almacenamiento (tz0
meses) con mayor cantidad de aciertos que fueron identificadas como la del sabor méas intenso (mayor conservacion del sabor) en comparacion con la
muestra con cero meses almacenada a -40°C.
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Cuadro XIX. Valores de d' (d prima) y probabilidades exactas (a) obtenidas para el analisis de las variaciones en el color

durante el almacenamiento de la broza de café deshidratada mediante prueba 2-AFC.

EE PET Metal P-600
Tiempo

cor(nrﬁssrea:)dos Bloque Real Controlada Real Controlada Real Controlada
0vs 2 2,66 (<0,001) 1,05 (0,005) 1,05 (0,005) 1,05 (0,005) 2,66 (<0,001) 2,66 (<0,001)
0vs 4 . 2,66 (<0,001) | 2,09 (<0,001) 0,63 (0,099) 2,66 (<0,001) 1,82 (<0,001) 1,19 (0,001)
0vs6 5,19 (<0,001) | 0,47 (0,200) 5,19 (<0,001) 2,66 (<0,001) | 1,32 (<0,001) 5,19 (<0,001)
0vs8 1,19 (0,001) 2,09 (<0,001) 0,00 (>0,856 ) 0,47 (0,200) 0,63 (0,099) 5,19 (<0,001)
0vs 2 1,19 (0,001) | 2,66 (<0,001) 1,19 (0,001) 5,19 (<0,001) 0,51 (0,362) 5,19 (<0,001)
0vs4 , 5,19 (<0,001) | 5,19 (<0,001) 2,09 (<0,001) 0,11 (0,856) | 5,19 (<0,001) | 5,19 (<0,001))
0vs6 0,11 (0,856) 5,19 (<0,001) 0,47 (0,200) 0,62 (0,099) 0,36 (0,362) 5,19 (<0,001)
0vs8 5,19 (<0,001) | 5,19 (<0,001) 2,66 (<0,001 ) 0,36 ( 0,362) 2,09 (<0,001) 0,75 (0,043)
0vs 2 5,19 (<0,001) | 1,82 (<0,001) 1,60(<0,001) 5,19 (<0,001) | 0,00 (>0,856) 5,19 (<0,001)
0vs 4 ; 5,19 (<0,001) | 0,87 (0,016) 5,19 (<0,001) 1,15 (0,016) 0,75 (0,043) 5,19 (<0,001)
0vs6 5,19 (<0,001) | 1,19 (0,001) 5,19 (<0,001) 5,19 (<0,001) | 1,82(<0,001) 2,09 (<0,001)
0vs 8 2,66 (<0,001) | 2,66 (<0,001) 0,36 ( 0,362) 1,35 (<0,001) 1,60 (<0,001) 2,66 (<0,001)

Nota: Valores entre paréntesis corresponden a las probabilidades exactas. Valores entre paréntesis y en negrita corresponden a las probabilidades exactas
que presentaron diferencias significativas (p<0,05). Valores con casilla sombreada representan las muestras a diferentes tiempos de almacenamiento (t=0
almacenada a -40°C

meses) que fueron identificadas como la del atributo (color) mas intenso en comparacién con la muestra con cero meses
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De acuerdo con los resultados expuestos a través de los cuadros anteriores, se
obtiene que, para los dos atributos evaluados, los panelistas lograron identificar, para la
mitad de los casos, las muestras a diferentes tiempos de almacenamiento como las que
poseian el atributo mas intenso en sabor y con la coloracion rojo-violeta mas intensa. Dicho
comportamiento no era lo esperado debido a que la muestra a cero meses de
almacenamiento se conservo a -40 °C para evitar que se generaran reacciones de
degradacion que afectaran el color y sabor de la broza, por lo que se esperaba que fuera
identificada como la muestra con el atributo més intenso. No obstante, a través de los
paneles sensoriales se pudo notar que la muestra a -40 °C también se fue degradando
conforme se aumentaba el tiempo de almacenamiento. Esto se puede atribuir a la posible
presencia de enzimas, especificamente a la polifenoloxidasa (puede estar en forma latente o
activa) la cual reacciona con los compuestos fendlicos y produce quinonas. Estos ultimos
compuestos son altamente reactivos por lo que pueden polimerizarse espontaneamente
hasta formar pigmentos marrones no deseados asociados con la pérdida de calidad y
pérdida nutricional debido a una disminucién en la capacidad antioxidante. (Derardja et al.,
2017). Hernandez & Bricefio (2008) observaron que muestras de puré de aguacate
almacenados en congelacion (-18 °C), y tratados con y sin aditivos, presentaron pérdida de
atributos de color por un aumento de la concentracion de la PPO en forma activa, lo cual
fue atribuido a la transformacién paulatina de la PPO latente a PPO activa. En la broza de
café se realiza un proceso de inactivacion; sin embargo, se requieren mas estudios para

entender este comportamiento.

En las figuras 15, 16 y 17 se muestran los colores obtenidos para las muestras de
infusion de broza de café utilizadas durante la evaluacion sensorial. Asi como también, la
degradacion de color observada en la broza de café deshidratada para la muestra control
(almacenada a -40 °C) y las muestras con 6 meses de almacenamiento en condiciones reales

y controladas.
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Figura 15. Infusiones de broza de café deshidratada utilizadas para la evaluacion sensorial
del color y sabor durante cero meses de almacenamiento a -40 °C (P600-0, EE-0 y PET M-
0) y seis meses de almacenamiento en condiciones controladas (CR-6) y) condiciones
reales (CC-6), para los 3 tipos de empaques.

Figura 16. Degradacion del color observada en muestras de infusion de broza de café
deshidratada previo (b) y posterior (a) a la evaluacién sensorial.
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Figura 17. Cambios en la coloracién de la broza de café deshidratada almacenadas en
empaque P-600 durante cero meses (a), diez meses en condiciones reales (b) y diez meses
en condiciones controladas (c).

Ahora bien, al analizar, a nivel general los resultados, se observa en el cuadro XVIII
y XIX que el valor d' de cada condicion de almacenamiento fue mayor para el lote 2 (el
que tenia mayor maduracién). Ademas, el lote 3 fue el que presentdé mayor escogencia de la
muestra almacenada como la mé&s intensa con los d' mas bajos en cualquier condicion.
Aunado a ello, se pudo observar que los valores d' de los meses 2 y 4 fueron menores que la
del mes 6, para cualquier condicion. Y, los valores d' del empaque P-600 en condicion
controlada fueron los méas pequefios y donde se escogié en mayor cantidad de veces la

muestra congelada (el control de mes cero) como la mas intensa.

Adicionalmente, con los valores de d' reportados en los cuadros XVIII y XIX, se
observa que la mayoria no fueron cercanos o menores a uno, por lo que los estimulos no
fueron confundibles. Es decir, la diferencia entre los estimulos fue notoria y, por ende, no
era justificable continuar aplicando pruebas de discriminacién a los 10 meses de
almacenamiento (Worsch & Delscher, 2013). En casi la mitad de las comparaciones se
escogid las muestras con diferentes tiempos de almacenamiento como las mas fuertes en el
color rojo-violeta, lo cual indicaba un deterioro de la muestra en congelacion, que se

consideraba que no iba a cambiar de color.

Es importante destacar que, en la evaluacion del sabor, el empaque P-600, seguido
por el PET Metal, fue el que present6 valores d' mas bajos; sin embargo, la mayoria de
dichos valores fueron mayores a uno. No obstante, en comparacion con los otros empaques

(EE y PET Metal), el empaque P-600 fue el que permitié una menor pérdida del sabor en la
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broza de café (para el color, los tres empaques analizados reportaron valores de d'
notoriamente altos, lo cual implicaba que ningdn empaque permitid conservar
adecuadamente los pigmentos responsables del color en la broza de café deshidratada).
Adicionalmente, es importante destacar que es posible que la muestra a tiempo cero o
inicial estuviera un poco deteriorada desde el inicio del estudio, por lo que se dicha

degradacion se acelerd con el almacenamiento.

La condicidon controlada generé valores de d' menores (menos cambios) en la
mayoria de los casos en comparacion con las condiciones controlada para el empaque EE;
mientras que en el empaque PET Metal las dos condiciones de almacenamiento
deterioraron en bastante medida la broza. Interesantemente, para el empaque P-600 la
condicion real gener6 menos cambios sensoriales que la real. También los valores de d'

fueron cercanos a 1 en este Ultimo caso a los 4 meses.

5.2.6 Relacidén entre las diferencias de color perceptibles obtenidas mediante
método instrumental y sensorial

Por medio de las figuras 18, 19 y 20 se muestra la diferencia total de color obtenida
por métodos sensoriales (d') e instrumentales (AE), segun condiciones de almacenamiento,
tipo de empaque y bloque respectivamente. La diferencia sensorial se obtuvo mediante el
uso de los valores d' (d-prima) obtenidos por medio de pruebas 2-AFC para color con 30

panelistas y 2 colas.
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Figura 18. Comparacion de la diferencia total de color obtenido por método sensorial (d') e
instrumental (AE) de la broza de café deshidratada almacenada en condiciones reales (a) y

en condiciones controladas (b).
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Figura 19. Diferencia total de color obtenido por método sensorial (d') e instrumental (AE)

de la broza de café deshidratada almacenada en diferentes tipos de empaque.
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Figura 20. Diferencia total de color obtenido por método sensorial (d") e instrumental de la
broza de café deshidratada correspondiente a cada fecha de recoleccion de cosecha
(bloque).

Con base en las figuras 18,19 y 20 se observa que la diferencia total de color
medido a nivel instrumental fue distinto y mayor con respecto al obtenido por medio de
métodos sensoriales. Esto se debe a que la percepcion de color es Unica para cada individuo
y, por ende, lo es su capacidad para identificar variaciones en el color. En el caso de los
métodos intrumentales, se efectuan correciones segin iluminacion y respuesta visual
humana. Es decir, se logra relacionar los términos subjetivos con los objetivos (Mac
Dougall, 2002). Ademéas por su propia naturaleza, el instrumento capta variaciones
pequefias que generan estas diferencias, mientras que el ser humano integra todos los
parametros de color captando menores cambios. Esta comparacion es importante para
demostrar que tomar en cuenta solamente la variacién instrumental no implica que el ser

humana la vaya a percibir.

En general, se puede ver que en las condiciones controladas, en el empaque P-600 y
en el bloque 2 se dieron las mayores variaciones de color sensoriales, lo cual podria indicar

que la muestra almacenada cambid mas que la muestra en congelacion.
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5.2.7 Condiciones de almacenamiento y tipo de empaque seleccionado para la
mayor conservacion de los compuestos fenolicos

Con base en los resultados expuestos con anterioridad se considera que las
condiciones reales de almacenamiento fueron mas favorables para la conservacion de
cianidina 3-o-rutinosido y acido clorogénico, en conjunto con los demas parametros
evaluados. No obstante, se requiere implementar métodos que permitan estabilizar la
temperatura en el almacén para evitar que temperaturas altas que se dan por variaciones
intrinsecas de la zona afecten de manera significativa la estructura de los empaques
(propiedades de barrera) y, por ende, las condiciones de la broza de café deshidratada. Esto
debido a que a partir del mes cinco se evidencié mayor deterioro en las muestras, lo cual
pudo estar relacionado principalmente con las condiciones de procesamiento y no de
almacenamiento de la broza de café deshidratada. Esto si se toma en consideracion la

posible presencia de reactivacion de enzimas con capacidad de deteriorar el producto.

Aunado a ello, se considera que el empaque P-600 tuvo un mejor desempefio en la
conservacion de las caracteristicas de interés analizadas (variables respuesta) a lo largo del
estudio de almacenamiento. No obstante, el empaque EE, tuvo un desempefio efectivo y
comparable con el empaque P-600. Es por lo que se recomienda realizar pruebas de
produccidn de bolsas, segun dimensiones requeridas por el proveedor, para determinar si el
empaque P-600 con un tamafio de bolsa mayor se ve afectado estructuralmente. Esto ultimo
tomando en consideracion que al aumentar el tamafio de la bolsa se esta incrementando el
area superficial, lo cual a su vez puede ir en detrimento de las propiedades de barrera del

empaque.
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5.3 Determinacion de la estabilidad microbiologica de la broza de café deshidratada

en funcion de las variaciones de la temperatura y tipo de empaque

Como parte del estudio de almacenamiento de la broza de café deshidratada, se
procedi6 a efectuar tres andlisis microbioldgicos para determinar si a lo largo del periodo y
condiciones de almacenamiento se generd una disminucidn de la calidad microbioldgica de
la broza. Para ello se efectud andlisis de recuentos totales de mohos y levaduras, recuento
de coliformes totales y coliformes fecales a la broza con cero y diez meses de
almacenamiento, con el fin de determinar el crecimiento logaritmico de dichos

microrganismos.

En el caso especifico de los coliformes fecales, no se observoé crecimiento en placa a

los cero y diez meses de almacenamiento, para los tres bloques de cosecha y los tres tipos
de empaque analizados. A partir de este resultado no se realiz6 la determinacion del
crecimiento logaritmico para dicho analisis. Motivo por el cual en el cuadro A.11 (seccion
9.10 de los anexos) se puede notar que se reporto el resultado como <10 UFC coliformes
fecales /g de muestra debido a la sensibilidad del método. Esto es lo que se espera en un

alimento para consumo humano inocuo, ya que indica que no hay contaminacion fecal.

Ahora bien, en el cuadro A.12 (seccion 9.10 de los anexos) se detallan los

crecimientos logaritmicos (Log UFC/g) de mohos y levaduras y coliformes totales en

funcidn de la condicion de almacenamiento (CR o CC), tipo de empaque (EE, P-600 y PET
Metal) y el bloque (1, 2 y 3), al cual pertenece la cosecha de broza de café deshidratada.
Por medio del analisis estadistico de dichos resultados se obtuvo que para el crecimiento
logaritmico de mohos y levaduras (Log UFC/g) no se presentaron diferencias significativas
para el bloque (p =0,2883), tipo de empaque (p =0,2711), condicion de almacenamiento
(p=0,2950), tiempo (p=0,2540) ni para la interaccion entre el tipo de empaque y condicion
de almacenamiento (p =0,3831). Esto indica que el empaque no afectd el crecimiento de
mohos y levaduras, al igual que no afect6 la condicion de almacenamiento y tampoco hubo
aumento significativo durante los en 10 meses de almacenamiento. Mientras que para el
crecimiento logaritmico de coliformes totales (Log UFC/g), se obtuvo que Unicamente la

condicion de almacenamiento como factor simple generd diferencias significativas (p =

101



0,0107). La condicion controlada fue la que presentd un promedio de crecimiento mayor

(0,22 Log UFC/g) en comparacion con la condicion real (0,16 Log UFC/g).

El comportamiento obtenido en cuanto a la influencia de la condicion de
almacenamiento se pudo deber a que en la seccion 5.2 del presente estudio se demostrd que
la broza de café almacenada en condiciones controladas presenté mayores pérdidas en la
concentracion de acidos clorogénicos. Dichos acidos son los que han demostrado tener
actividad antimicrobiana sobre cierto tipo de bacterias, como por ejemplo E. coli,
Staphylococcu aureus, Pseudomonas aeruginosa, entre otras (Lou et al., 2011; Martinez et
al., 2011). De igual manera, se ha reportado actividad antifingica y antimicotoxigénica de
los &cidos clorogénicos, en donde destacan los resultados positivos en la reduccion de cepas
de Aspergillus sp. y en ocratoxina A (Suérez et al., 2013).

No obstante, se debe destacar que en el caso de las bacterias, el potencial
antimicrobiano de los acidos clorogénicos es menor sobre las bacterias gram negativas
(como por ejemplo Salmonella sp. y coliformes) en comparacion con las gram positivas.
Pero en ambos tipos de bacterias, el efecto antimicrobiano se atribuye a cambios
irreversibles en la permeabilidad de la membrana celular de la bacteria, lo cual ocasiona
muerte celular por la pérdida del potencial de dicha membrana (Lou et al., 2011; Chaves &
Esquivel, 2019). Este altimo aspecto pudo ser un motivo por el cual a lo largo del estudio
de almacenamiento si se obtuvieron crecimientos logaritmicos pequefios, aun cuando es un
alimento que fue previamente deshidratado y producido en condiciones que contemplan el
empleo de factores (aw, % H,O, entre otros) que limitan la proliferacion de los
microorganismaos.

En cuanto a los materiales de empaques utilizados, no presentaron diferencias
significativas para los crecimientos logaritmicos de las dos variables respuestas de interés.
No obstante, a pesar de que dicha diferencia no era significativa para ambas variables, se
pudo notar que el empague que presentd menor crecimiento fue el P-600, seguido por el EE
y por altimo PET Metal. Dichos resultados se pueden asociar con los reportados en la
seccion 6.1 del presente estudio, en el cual se concluye que el empaque P-600 era el que

poseia las mejores propiedades de barrera.
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6. CONCLUSIONES

Debido a las caracteristicas de los empaques, el P-600, P-800 y EE requirieron
condiciones similares (temperatura, tiempo e impulso eléctrico) para la obtencion del
sellado correcto, a diferencia del PET Metal y el Kraft Metalizado.

La velocidad de transmision de vapor de agua (VTVA) y el coeficiente de
permeabilidad (P) disminuy6 conforme se aumentd la temperatura (de 23 °C a 35 °C),
debido a la estructura de los empaques.

El empaque P-600 demostré tener, para las dos temperaturas analizadas, una
resistencia fisica mas eficiente hacia el paso de las moléculas de agua capaces de difundirse
a través de sus polimeros.

Los empaques P-600 y PET Metal demostraron tener las mejores propiedades de
barrera (VTVA y P) para las dos temperaturas analizadas (23 °C y 35 °C), buenas
caracteristicas de sellabilidad e impedimento total al paso de la luz.

Las condiciones reales permitieron la menor degradacion de cianidina 3-o-
rutinosido (mg/g muestra) y acido clorogénico (mg/g de muestra) en comparacion con las
condiciones controladas. Ademas, el bloque dos (cosecha en estado maduro), reporté las
concentraciones iniciales (tiempo cero meses de almacenamiento) mas altas de los dos
compuestos analizados.

El tipo de empaque no gener6 diferencias significativas en la degradacion de
cianidina 3-o-rutinosido, pero el empaque EE permitié la mayor conservacion de &cido
clorogénico.

El comportamiento de la degradacion de cianidina 3-o-rutinosido y &cido
clorogénico varié durante los diez meses de almacenamiento, pero para todas las
condiciones y empaques al final del almacenamiento se llegd a concentraciones similares y
bajas, por lo que se podria atribuir dichas variaciones a las propiedades de barrera de cada
empaque y a la posible reactivacion de la enzima polifenoloxidasa (PPO) la cual genera

modificaciones estructurales en los compuestos.
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La degradacion de acido clorogénico y cianidina 3-o-rutinosido sigui6é una cinética
de primer orden para la temperatura de 25 °C (primeros seis meses de almacenamiento) y
22 °C (ultimos tres meses de almacenamiento).

Las constantes de degradacion (k) de cianidina 3-o-rutinosido y &cido clorogénico
aumentaron conforme se incremento la temperatura de almacenamiento, mientras que el
tiempo de vida media (t 1) disminuyo.

La humedad y actividad del agua de la broza de café deshidratada aument6 a lo
largo del estudio de almacenamiento, y fue mayor en las condiciones controladas y menor
en el empaque P-600.

Los tres parametros evaluados a nivel de color instrumental (L*, h° y C¥*)
evidenciaron una disminucién conforme aumentaba el tiempo de almacenamiento, siendo
menor el aumento en el empaque PET Metal y en el bloque dos o cosecha pico.

El analisis de color y sabor por método sensorial (2-AFC) demostré que los
panelistas identificaron, en la mayoria de las pruebas, la muestra a diferentes tiempos de
almacenamiento como la que poseia el atributo mas intenso. Ya que la muestra de broza de
café deshidratada a cero meses de almacenamiento (almacenada a -40 °C), present6
también reacciones de degradacién del color y sabor, asociado posiblemente a la presencia
de enzimas.

Los valores de d' (diferencia percibida entre dos estimulos) obtenidos en el analisis
sensorial, evidencié que conforme aumentaba el tiempo de almacenamiento la diferencia en
sabor y color se incrementaba. No obstante, los empaques P-600 y PET Metal fueron los
que presentaron los menores valores d'.

La diferencia total de color medido a nivel instrumental fue significativamente
mayor con respecto al obtenido por metodos sensoriales, ya que el instrumento solamente
capta pequefias diferencias.

A nivel microbioldgico se obtuvo que la broza de café deshidratada se encontraba

exenta de Salmonella sp. y coliformes fecales.

Los empaques analizados no presentaron diferencias significativas en el crecimiento

logaritmico (Log UFC/g) de mohos y levaduras, y coliformes totales No obstante, el
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crecimiento logaritmico de coliformes totales fue mayor en condiciones controladas de
almacenamiento.

Las condiciones de almacenamiento reales en conjunto con el empaque P-600, son
los que permitieron la mayor conservacion de cianidina 3-o-rutinosido y acido clorogeénico,

y las demaés variables evaluadas (color, sabor, humedad y ay).
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7. RECOMENDACIONES

Realizar un estudio de degradacion de compuestos con capacidad antioxidante
utilizando el empaque EE y un recubrimiento superficial con papel Kraft, con el fin de
determinar si dicho recubrimiento posee un efecto positivo que a su vez implique menores
costos econdmicos.

Se recomienda implementar cambios estructurales en el almacén que permitan
amortiguar variaciones altas de temperaturas en el almacén, como por ejemplo: productos
para aislar paredes o techos que reducen la temperatura hasta 4 °C y reducen los costos de
climatizacion de ambientes cerrados, uso de pintura térmica, uso de pintura convencional
para el techo y paredes con colores que reflejen la luz (ej: color blanco, celeste), entre otros.

Realizar pruebas de formacion de bolsas con el empaque P-600, pero con las
dimensiones requeridas por el proveedor de broza de café deshidratada, con el fin de
determinar los costos reales de produccién y las caracteristicas fisicas de desempefio del
empaque.

Efectuar estudios de la variacion de compuestos fendlicos durante el
almacenamiento en empaques biodegradables, con el fin de reducir el impacto ambiental
que posee la generacion de desechos plasticos.

Efectuar andlisis de ciandina 3-o-rutinosido y acido clorogénico para cada fecha de
cosecha, con el objetivo de desarrollar fichas técnicas que contemplen las variaciones reales
de la concentracién de cada compuesto segun estado de madurez de la broza de café
deshidratada.

Realizar espectrometria de masas para identificar con precision el tipo de acido
clorogénico y antocianina presente en la broza de café deshidratada, asi como también los
productos formados por el proceso de degradacion de la muestra.

Mejorar las condiciones de produccion de broza de café deshidratada con el fin de
asegurar la inactivacion de las enzimas que pueden degradar el producto, asi como

investigar otro tipo de reacciones que ocurren en alimentos altos en azucares y polifenoles.
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9. ANEXOS

9.1 Fichas técnicas de los empaques evaluados

Cuadro A.1 Ficha técnica de la bolsa PET Metalizada utilizada para el estudio de
almacenamiento de la broza de café deshidratada.

BARRERAS PELICULAS PARA EMPAQUE FLEXIBLE

TIPO DE BARRERA
NOMBRE PELICULA Y GROSOR TRASMISION OXIGENO TRANSMISION VAPOR DE AGUA '
OTR WVTR
CC/IM2/24 H/ 22°C, 0%HR G/M2/24 H / 38°C, 90% HR
PET TRANSP DE 12 MICRAS 100 40

PET METAL DE 12 MICRAS L [N TR | 1

CCIM2/24 H/ 22°C, 0%HR Centimetros cibicos/metro cuadrada/24horas
a temperatura 22 grados con 0% hum relativa

G/M2/24 H | 38°C, 90% HR Gramos/meto cuadraco’24 horas a tempe-
Ratura 38 grados con 80% hum relativa
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| MEDICAMENTOS

COSMETICOS

ALIMENTOS

¢ Cartonados

*  Pasteurzados
AGROQUIMICOS

PRODUCTO A EMPACAR

—— i

3. TIPO DE PROCESO.
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La coextrusién os de un pok de baja d por varias resinas
Eunwtwhdamwmw‘wmwwmIMywuu
nterna

BOLSAS P600 (

La capa extems es la que se une con la peicu'a de Alumined, esta Capa posee resnas
COoN un Mayor punto de fusidn o que hace Guo 13 Capa sea Mmds lermoestadle, a su vel
tene un Uatamento tipo Corong

3.2 LAMINACION.

Es ¢l proceso por medio del cual s& unen & pelicula de Aummio y ¢l poiietiens en un
pamer proceso y postenorments esta se une con e poliester por medo e un
adhesvo,

3.3 CORTE.

En esle proceso so hace of cone del nimero de repeticones que trae el rollo, cada
SCCUENCA va @ ongnar una bobina para la comecta disposicidn en la mdquina
elaboradora de bolsas

4. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

4.1 POLIESTER.
Es una tesina de [a base del serefialato ce pobetieno dando origen @ un firm
termOpIASHCo CoN Caractensticas estadies rmica y Quimicamente CONVILENGO 3 59

TRANSMISION DE OXIGENO
Norma ASTM D 3985-81

300 cc/ mgia Aa1am 0% HR 23°C

TRANSMISION DE VAPOR DE AGUA.
Norma ASTM D1245-80

01 gim’dia AWCHORHR

4.2 ADHESIVO

Es un prepoimero de dos componentes en emulsion con resinas de Poliester Uretano
en una concentracion ce S0 % en solcos Los componentes de este adhesivo
cumplen con a3 reguiaciin de la FDA No 21 CFR 175105 para empague
farmacéuticos y alimenticios

La capa inforna s la que va a estar en contacto con el producto y 1a que da las [ —
A

[ caracteristicas de selie

Figura A.1 Ficha técnica de la bolsa P-600 utilizada para el estudio de almacenamiento de

la de broza de café deshidratada.
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I’()UESIER METALIZADO:

Felwnia dé sparwicia mializada, oliv briflo espectasdar yre earaaliza kg muy s harvera
alahe U0 dlnsima bavrera af vepor de aguea v 6 vna grom variedad de aromes. allu barrra
wf tmageno. Excelentes propiedades de deslizomients én magiunas ¢ ala velocidad horezomades

Vv .;.u’ SN femperaheras eNremas Sm perder tnoapenencia fisica
COEXTRUCCION CON ADITIVO UV,

Li potiettizns coextrvida dlamen con edirva TNV, de baju densidas! con resinas homepatmeras
1 hexenos en five gasensa dando caracterisiioay muy éstables en impermeabifidad v transmision
Fe Qases,

Kvia cOMPINGCION €5 apie Para €stor en contazio oun productes alimeniicios. fuvmaceuticos. va
que cumplen com {os regulaciones de la £.O4, No. 1771320

Fsrz pelicnla permute seliar o temperamras hajas . aumentando a fuerza de selie v permitiede
una buena I'?G"M ericicdad del ”'./Jllﬂt.’

NOTA ESPECIAL. La union del pet met mas el pigmento blance con aditive ha lograde
reemplazar la pelfada de foil en wn 100%, va que ¢l aditive UV Gene una efectrmdad sobrela
disipacidn de la radiaciin witraviclem durante doce ( 12) meses . conservando asi 1o
propiedades fisico quimicas del producto empacedo. ya sea alimentos, cosmesicos,
farmaceuticos, Agroguimice, velerinarios, etc.

CONDICIONES DE SELLE:

Temperatura promediz 120-180<C
Prasion S5 - GO HS]
Tiempor L segumiao

P44 OBTENER I'NA OPTIMA SELLABILIGAD DEPENDE DE VARIABILES COMG
o emperatura
2. Presiom efererdad v duracion de Ia operacion.

3. Forma ) estado de morduzas.

NOTA:

Debido al descalibre que presentan las peliowias plisiicas wabaiamos con wn range mas @
mencs de? 10 %% dada por los proveedores.

FSTA ESTRIACTURA POSEE CARACTERISTICAS DEL E\ tLE.VTE RARRERA AL OXIGENC.
HIALRTATY 77?4‘7&"’1\1-’3\ DE GASES ¥ AL VaPOR Lk 50
s
#
/lrenmnmn‘e

{ %1 k/'l
‘l -u,’l‘c) Z’-Q;ﬁ'\?nf'
“Lpariamémin 1éenico.

Figura A.2 Ficha técnica de la bolsa P-800 utilizada para el estudio de almacenamiento de
broza de café deshidratada.
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9.2 Caracteristicas reportadas por los proveedores de los cinco empaques evaluados

Cuadro A2. Composicion del material, tipo de estructura y principales caracteristicas
reportadas en las correspondientes fichas técnicas para los cinco empaques analizadas.

Polictileno (PE) de 67 um (capa
sellante)

Empaque Composicion del Material Caracteristicas
EE e Confidencial Grosor: 155 pm
Ausencia de valvula
Ausencia de barrera a luz
uv
Gramaje: 144 +10 g/m?
e Polipropileno (PP) laminado de 25 um. | Grosor: 105 pm
e Polietileno de tereftalato (PET) | Ausencia de valvula
PET metal metalizado de 12 pm. Barrera a luz UV

Gramaje: no reportado

Kraft metalizado

Papel Kraft
Polietileno
Aluminio.

Grosor: 150 pm
Ausencia de valvula
Barrera a luz UV
Gramaje: no reportado

Polietileno de tereftalato (PET)
Adhesivo

Grosor: 110 pm
Ausencia de valvula

Polietileno de tereftalato metalizado
(PET metalizado)

Adhesivo

Coextruido con aditivo UV blanco de
baja densidad.

P-600 e Polietileno (PE) coextruido de baja | Barreraaluz UV
densidad. Gramaje: 112 +10 g/m?
e Aluminio de temple blando Zipper superior
e Polietileno de tereftalato (PET) Grosor: 60 pm
e Tinta Ausencia de valvula
P-800 e Adhesivo Ausencia de barrera a luz
[ ]

uv
Gramaje: no reportado

Nota: Datos proporcionados en las correspondientes fichas técnicas.
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9.3 Temperaturas y humedades relativas obtenidas durante el estudio de
almacenamiento:

EY
40.0
35.0 =,
30.0 o~ / \
so | > L N[/
0.0 NS \"—"’/ \_‘._ —— Controlada

15.0
10.0
5.0
0.0

Temperatura (°C)

0 1 2 3 4 5 [ 7 B 9 10
Tiempo de almacenamiento (meses)

(b)
70

° N/
=/

— Real

=——Controlada

30

Humedad Relativa (3)
&

20

10

0 1 2 3 4 5 [ 7 B 9 10
Tiempo de almacenamiento (meses)

Figura A.3 Temperaturas (a) y humedades relativas (b) segin mes y condicion de
almacenamiento (real y controlada) obtenidas durante el estudio de almacenamiento de la
broza de café deshidratada.
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9.4 Curvas de calibracion obtenidas por medio de HPLC

200000000 -
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120000000 -
[

fre

BO0D0000
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Area=924235Cn{mg/L) - 5E+06
R?=0.9955

(a)
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g
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(b)
Area = 147438°Cn (mg/L) - 43592
R?=0.9999
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Concentracion (mg/fL)

Figura A.4. Curva de calibracién efectuada en HPLC para acido clorogénico (a) y
cianidina 3-o-rutinosido (b) a una longitud de onda de 327 y 512 nm, respectivamente.
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9.5 Cromatogramas obtenidas por HPLC de muestras de broza de café enriquecidas

con estandares analiticos

uV(x10,000)
Time 24,526 Inten. 4.778
1,50
1,25+
B
1,00
0,75+
0,50 A
025 T
N
0,0
T T T T T T T T T T T
25 5.0 7.5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 225 250 min

Figura A.5. Superposicion de cromatogramas de muestras de broza de café deshidratada
con enriquecimiento de cianidina 3-o-rutinosido (linea roja, sefial B) y sin enriquecimiento
(linea azul, sefial A), analizados a A=512 nm.

uV(x1,000,000)

Time 0,841 Inten. 1.553.134
2,25

AII
1,754
1,50

1,254

0,754

0,50

0,0 50 10,0 18,0 20,0 250 30,0 32,0 min

Figura A.6 Superposicion de cromatogramas de muestras de broza de café deshidratada
con enriquecimiento de acido clorogénico (linea azul, sefial A”) y sin enriquecimiento
(linea roja, sefial A""), analizados a A=327 nm.
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9.6 Evaluacion del método para la determinacién de la concentracion de cianidina 3-0

rutinésido y acido clorogénico por HPLC

Cuadro A3. Limite de deteccion y cuantificacion obtenidos experimentalmente para la
concentracion de &cido clorogenico y cianidina 3-o-rutinosido mediante HPLC.

Valor (mg/L)
Parametro Acido clorogénico Cianidina 3-o-rutinosido
Limite de deteccién (LD) 2,02 0,23
Limite de cuantificacion (LC) 6,73 0,78

Cuadro A4 Analisis de regresion lineal de las curvas de calibracion obtenidas para el &cido

clorogénico y cianidina 3-o-rutinosido utilizados como estandares analiticos.

Patron de referencia

Parédmetro Acido clorogénico Cianidina 3-o-rutinosido
p modelo <0,0001 <0,0001
Coeficiente de determinacion (r%) 0,9955 0,9999
Coeficiente de determinacion 0,9947 0,9998
ajustado (r? ajustado)

Pendiente (S 924234 147434
L

Incertidumbre pendiente (AL%) 25425 644
Intercepto (Area) ‘ -4729928 -43592
Incertidumbre intercepto (Area) 2614610 60717
Ecuacion A=924235*Cn (mg/L)- A=147434*Cn(mg/L)-
4729928 43592
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9.7. Cromatograma de los &cidos clorogénicos reportados para muestra de café Coffea

Arabica mediante HPLC:

Acido Tiempo de
Clorogénico retencion (min)
COA ,
00+ | IT0A T30
i Catéico 10,98
= ; p-Cumarice 16,98
< 304 j TFOA 13
8 ' TAGC0A 3555
_E [ O-CUMArico 26,13
T 200 4 t 33-GiICQA 2331
£ 3 35-4iCQ! 27,75
3 . L 4 5-:CQA 13
100 | '\l 'I
1 -
o _|.|l _ f ,
0 JILJL IV U — J |. l' A
T T T 1 1 LI N B M

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tiempo de retencién (min)

Figura A.7 Cromatograma obtenido mediante HPLC de los tiempo de retencion segun
orden de elucion de los &cidos clorogénicos presentes en café Coffea ardbica (Garcia &
Quintana, 2008).
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9.8 Concentracion de acido clorogénico y cianidina 3-o-rutinosido en el estudio de almacenamiento de la broza de café
deshidratada:

Cuadro A.5 Concentracion de acido clorogénico (mg/g) obtenida por HPLC a A= 327 nm de la broza de café deshidratada seglin
bloque, tiempo de almacenamiento en meses, tipo de empaque y condicion de almacenamiento.

Concentracién Acido Clorogénico
(mg/g muestra)
Tiempo
almacenamiento Blogue 2
(meses) Blogue 1 Blogue 3
cC CR cC CR cC CR
P-600 | PETMetal | EE | P-600 | PETMetal | EE | P-600 | PETMetal | EE | P-600 | PETMetal | EE | P-600 | PETMetal [ EE | P-600 | PETMetal | FE
0 2.75 275 275 | 2.75 2.75 275 | 363 3.63 163 | 363 1.63 163 | 244 144 244 | 244 2.44 2.44
1 1.62 1.89 272 | 272 240 138 | 259 1.94 247 | 183 1.18 165 | 18R 128 213 | 216 1121 215
8] 1.75 1.78 199 | 237 1.12 206 | 192 188 169 | 212 1.86 232 | 179 1.89 200 | 212 1.83 2.09
3 1.56 1.68 189 | 2.30 207 1.72 | 1.80 1.91 161 | 2.12 1.69 190 | 1.57 1.51 197 | 2.01 1.83 2.02
4 147 179 171 | 217 1.78 162 | 163 1.82 1.73 | 187 1.67 1.88 | 163 1.72 162 | 185 1.72 1.58
5 1.40 1.69 1.78 | 2.01 1.77 167 | 164 1.81 166 | 196 1.63 196 | 157 1.57 157 | 1.1 1.55 1.73
127 1.22 1.59 | 152 1.63 153 | 157 1.72 1.59 | 180 1.59 1.72 | 142 143 145 | 147 1.56 1.67
T 1.23 1.22 154 [ 149 142 152 | 1.55 166 156 | 177 1.60 163 | 133 1.27 108 | 1.37 1.38 1.67
§ 122 1.21 152 [ 141 1.36 148 [ 1.33 1.55 1.57 | 166 1.40 161 | 118 1.15 1.08 | 133 1.30 1.50
9 122 1.21 149 [ 130 1.23 146 | 144 1.50 154 | 1353 1.38 1.58 | 119 1.11 11§ | 123 1.28 1.40
10 1.21 1.19 150 | 1.28 1.22 147 | 142 148 1.51 | 1.50 1.37 1.56 | 1.20 1.09 117 | 1.1 1.25 1.39

Nota: CC=condiciones controladas; CA= Condiciones reales.
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Cuadro A.6 Concentracion de cianidina 3-o-rutinosido (mg/g) obtenida por HPLC a A= 512 nm de la broza de café deshidratada

segun bloque, tiempo de almacenamiento en meses, tipo de empaque y condicion de almacenamiento.

Concentracion cianidina 3-o-rutinosido

d Tiempo (mg/g muestra)
“‘m‘;“n::;';m Bloque | Blogue 2 Blogue 3
cC CR ccC CR CC CR
P-600 | PET Metal | EE | P-600 | PET Metal | EE | P-600 | PET Metal | EE | P-600 | PET Metal | EE | P-600 | PET Metal | EE | P-600 | PET Meatal | EE
[1] 019 019 Iy 0l9 L] uIs | 03I 032 Wil | 03I (.34 03d | 021 0.zl 0zl | 021 0.2l 0.zl
1 0.I% 0.18 0I7 | 019 oI 0I5 1 040 04% 03T [ 042 0.50 030 1 014 021 0II 1 022 (N ES 017
2 018 01T 0171 0I8 018 0I5 | 040 043 04e | 041 044 049 1 013 0.1 01T 1 019 010 0.1
3 017 0.18 013 | 0.1 0Ig 0IT 1 041 041 035 040 040 04 1013 0.08 013 17 018 0.1z 0.10
4 0.09 0.1z 09 | 013 013 013 1 038 038 036 [ 039 0.39 040 1 0.I1 0.08 0II 1 013 010 0.09
5 uls Uz ude | 011 W BENEEL 039 03y [ 039 043 U3s | 009 Ul 0I0 | 013 Wi 0.y
[ 0.09 0.7 006 | 011 0.7 0I0 [ 032 037 0271 038 0.1% 03s | 0.07 0.08 009 [ 013 0.a7 0.08
7 0.09 0.08 008 | 0.I0 0.08 009 1 021 0.31 0IT [ 03I 031 019 1004 0.04 0.06 T 0.08 0.03 0.03
g 0.7 0.0% 003 | 0.409 0.08 005 1 019 027 0IT ] 028 0.I8 0.I0 | 0.01 0.03 0.03 1 0.7 0.08 0.04
9 0.0% 0.04 003 | 0409 0.0 009 1 017 04 0Ie | 024 0.26 0.IF 1 0.01 0.04 0.0l 1 0407 0.03 0.04
10 .04 U3 R IEEH IEIE] R 023 wie [ 024 0.26 uls | 0.0l WRES uad ooy KI5 WRES

Nota: CC=condidones controladas; CR=Condicionesreales.
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Figura A.8 Variacion del contenido de acido clorogénico (a, b, ¢) y cianidina 3-o-rutinosido (d, e, f) en funcion del tipo de

empaque, tiempo y condicion de almacenamiento (CC y CR) de la broza de café deshidratada correspondiente al blogque uno.
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Figura A.9 Variacion del contenido de acido clorogénico (a, b, ¢) y cianidina 3-o-rutinosido (d, €, f) en funcion del tipo de
empaque, tiempo y condicion de almacenamiento (CC y CR) de la broza de café deshidratada correspondiente al bloque tres
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9.9 Datos obtenidos mediante pruebas sensoriales

Cuadro A.7 Grado de diferencia (d”) obtenidos mediante prueba de diferenciacion 2-AFC, 30 jueces, 2 colas, para la evaluacion
del sabor en muestras de broza de café deshidratadas y almacenada en condiciones controladas para los respectivos bloques y

tipos de empaque.

MNimera Muestras seleccionada como la del .
de Muestra Meses de sabor mas fuerte Aciertos Probabilidad Proporcign d" Ennis? Resultado?
BLOQUE analizadas almacenamiento Muestra obtenidos® exacta de aciertos
Muestra control almacenada
z X 27 <0,001 0,50 1,82 Hay diferencias significativas
0-B1 ws B1-EE 4 X 23 0.005 0,77 1,05 Hay diferencdas significativas
[par 1} & X 26 20,001 0,87 1,60 Hay diferencias significativas
a8 K 21 0,043 0,70 0,75 Hay diferencias significativas
z " 18 0,362 0.50 0,51 Mo hay diferencias significativas
. ﬂ'mn;'l f‘;'pﬁ 4 X 23 0.005 0,77 1,05 Hay diferencias significativas
{par 2) & £ 21 0.043 0.70 0.75 Hay diferencias significativas
8 X 26 0,001 0.87 1.60 Hay diferencias significativas
z K 19 0.200 0.63 0.47 Mo hay diferencias significativas
0-B1 ws B1-PE0O0 4 X 22 0,016 0.733 0,88 Hay diferencias significativas
{par 3) & K 16 0.856 053 0.11 Mo hay diferencias significativas
8 X 25 <0,001 0.83 1.35 Hay diferencias significativas
2 R 16 0,856 0,53 1,50 Mo hay diferencias significativas
0-B2 ws B2-EE 4 ® 20 0,099 0,66 a,59 Mo hay diferencias significativas
par 1) & K 27 =0,001 0.90 182 Hay diferencdias significativas
2 ® 30 =0,001 1,00 5,19 Hay diferencias significativas
2 " 26 0.855 0.53 0.11 Mo hay diferencias significativas
) ”'an‘:'l :'pﬁ a K 26 =0,001 0.87 1.60 Hay diferencdias significativas
[par 2) 6 X 28 =0,001 093 2.09 Hay diferendias significativas
] K 23 0,001 0.87 .66 Hay diferendias significativas
2 " 16 0.856 0.53 0.11 Mo hay diferencias significativas
0-B2 vs B2-PEO0D 4 K 5 <0,001 083 1.35 Hay diferendias significativas
[par3) & X 29 =0,001 097 2.66 Hay diferencias significativas
2 " 25 <0,001 0.83 1.35 Hay diferencias significativas

Aciertos obtenidos corresponde a la categoria con mayer nimero de consumidores. “Ennis, 1993(o=0,03). ‘Resultado con base en minimo de aciettos para o=0,03 (Ennizs, 2013).
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Continuacion Cuadro A.7 Grado de diferencia (d”) obtenidos mediante prueba de diferenciacion 2-AFC, 30 jueces, 2 colas para
la evaluacion del sabor en muestras de broza de café deshidratadas y almacenada en condiciones controladas para los respectivos
bloques y tipo de empaque.

i Muestras seleccionada como la del
umera Muestra Mes de sabor mas fuerte Aciertos | Probabilidad | Proporcionde | .
de . . N . d’ Ennis* Resultado*
BLOQUE analizadas almacenamiento obtenidos exacta aciertos
Muestra control Muestra
almacenada
2 K 24 0,001 0.80 1149 Hay diferencias significativas
0-B3 vs B3-EE 4 . 28 - 0453 2.08 Hay diferenciassignificativas
(par 1) B X 19 0.200 063 047 | Nohay diferenciassignificativas
a3 . 26 0,001 0.87 1.60 Hay diferencias significativas
2 K 24 0,001 D.BO 1.15 Hay diferencias significativas
; ”'th:z.f:'m 4 . 1s 0.856 0.53 0.11 | Mo hay diferencias significativas
[par 2) 6 X 20 0.09% 0.67 0.63 Ma hay diferencias significativas
k] . 24 0,001 D.BO 1.15 Hay diferencias significativas
F K 27 =0,001 0.50 1.82 Hay diferencias significativas
0-B3 ws B3-P-600 4 . 23 0.005 0,77 1,05 Hay diferencias significativas
(par 3) 6 K 21 0.042 0.70 0.75 | Hay diferenciassignificativas
X
3 20 0,059 0,66 0,59 Mo hay diferencias significativas
Aciertos obtemidos corresponde 2 la categoria con mayor numere de consumidores. “Ennis, 1993(o=0.03). ‘Resultado con base en mimimo de zciertos para o=0,03 (Enms, 2013)
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Cuadro A.8 Grado de diferencia (d”) obtenidos mediante prueba de diferenciacion 2-AFC, 30 jueces, 2 colas, para la evaluacion
del sabor en muestras de broza de café deshidratadas y almacenada en condiciones reales para los respectivos blogues y tipos de
empaque. Aciertos obtenidos corresponde a la categoria con mayor numero de consumidores.

Muestras seleccionada como la del
i sabor mas fuerte i ili i
Ve | | e enes | Probiidzs | properiinge | o | rsutaas
Muestra control Muestra
almacenada
2 K 17 0.585 0.57 0.25 Mo hay diferencias significativas
0-B1 ws B1-EE 4 K 22 0.016 0.73 0.87 Hay diferencias significativas
[par 4 B X 27 <0,001 0.90 182 | Hay diferencas significativas
8 R 20 =0,001 1.00 5,158 Hay diferencias significativas
2 X 15 0,200 0.63 0,47 Mo hay diferencias significativas
. ”‘BIF:Z:I'”E' a R 23 0,005 0.77 1,15 | Hay diferencias significativas
[par 5) & X 29 =0,001 0.97 2.66 Hay diferencias significativas
g K 29 =0,001 0.97 2.66 Hay diferencias significativas
2 X 25 =0,001 0.83 1.325 Hay diferencias significativas
0-B1 ws B1-P&0O0 1 " 25 =0,001 0.83 1,35 Hay diferendias significativas
(par &) & K 19 0.200 063 0.47 | Nohay diferencias significativas
8 K 24 0,001 0.80 1,20 Hay diferencias significativas
2 K 27 =0,001 0.90 1,82 Hay diferencias significativas
0-B2 vs B2-EE 4 R 28 =0,001 0.92 2,10 Hay diferencias significativas
[par 4 5 X 28 <0,001 0.93 205 | Hay diferencas significativas
3 R 19 =0,001 0.62 0,47 Mo hay diferencias significativas
2 K 16 0.856 0.53 0.11 Mo hay diferencias significativas
, ”‘an:iizl'pﬂ a : 26 <0,001 0.57 160 | Hay diferencias significativas
[par 5) ] 29 =0,001 0.97 2.66 Hay diferendias significativas
2 X 26 =0,001 0.87 1.60 Hay diferendias significativas
2 K 20 0.099 0.67 0.63 Mo hay diferencias significativas
0-B2 ws B2-P&0O0 4 X 28 =0,001 0893 2,10 Hay diferendias significativas
(par &) 5 K 28 <0,001 0.93 209 | Hay diferencias significativas
3 " 20 0,099 0.67 0,62 Mo hay diferencias significativas

Agtertes obtenides corresponde 2 la categoria con mayer nimeto de consumiderss. “Ennis, 1993(0=0,03). ‘Resultade con base sn minime de aciertos para o=0,03 (Ennis, 2013)

142



Continuacion Cuadro A.8 Grado de diferencia (d”) obtenidos mediante prueba de diferenciacion 2-AFC, 30 jueces, 2 colas,
para la evaluacion del sabor en muestras de broza de café deshidratadas y almacenada en condiciones reales para los respectivos
bloques y tipos de empaque. Aciertos obtenidos corresponde a la categoria con mayor nimero de consumidores.

Namero

Muestras seleccionada
como la del sabor mas

Aciertos

da Mu.estra Meses d:E fuarte obtenidos Probabilidad Prup-c.m:lun d° Ennist Resultado?
analizadas almacenamie mio exacta de aciertos
BLOOUE
Muestra Muestra
control almacenada
2 5 23 0,005 0.377 1,05 Hay diferencias significativas
0-B3 ws B3- X - . o L
EE 4 26 =0,001 0.87 1,60 Hay diferencias significativas
(par 4) B K 26 =0,001 0.87 1,60 Hay diferencias significativas
2 . 23 0,005 0.77 1,05 Hay diferencias significativas
2 K 26 <0,001 0.87 1,05 Hay diferencias significativas
0-B3 ws B3- X . sl L
3 PET Metal 4 - 16 0,856 0.4532 0,11 Mo hay diferencias significatives
(par 5) B 20 0,054 0.67 0,62 Hay diferenciassignificativas
2 . 28 <0,001 0.93 1,59 Hay diferencias significativas
2 K 18 0,200 0.60 0,51 Mo hay diferencias significatives
0-B3 ws B3- X _— . S
PEOD 4 23 =0,001 0.77 1,05 Hay diferencias significativas
(par &) & : 13 0.200 0.63 0.47 Mo hay diferencias significatives
8 ; 13 0.200 0.63 0.47 Mo hay diferencias significatives

Aciertos obtenidos corresponde a la categoria con mayer nimero de consumidores. -

o=0,03 (Ennis, 2013)

Enniz, 1903(c=0,03). ‘Fesultzdo con base en minime de aciertos para
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Cuadro A.9 Grado de diferencia (d”) obtenidos mediante prueba de diferenciacion 2-AFC, 30 jueces, 2 colas, para la evaluacion
del color en muestras de broza de café deshidratadas y almacenada en condiciones controladas para los respectivos bloques y
tipos de empaque.

. Muestras seleccionada como
Mumero A . - .
de Muestra Meses de la del color mas fuerte Aciertos Probabilidad | Proporcion d” Ennis? Resultadg?
analizadas | almacenamiemo Muestra obtenidos exacta de aciertos
ELOOQUE
Muestra almacenada
control
2 . 23 0,005 0,77 1,05 Hay diferencias significativas
0-B1ws B1- 4 X 28 =0,001 0,93 2,09 Hay diferencias significativas
EE (par 1) 6 . 19 0.200 0,63 D47 | Mo hay diferencias significatives
2 . 28 =0,001 0,92 2.09 Hay diferencias significativas
2 K 23 0.005 0.77 1.05 Hay diferencdias significativas
L ﬂ'gln:"; ::I' 4 : 29 <0,001 0.97 2,66 | Hay diferenciassignificativas
[par 2) & 29 =0,001 0.97 2,66 Hay diferencias significativas
a . 13 0,200 0.63 0,47 Mo hay diferencias significativas
2 R 29 =0,001 0.97 2,66 Hay diferencias significativas
UF;EBEIlﬂwl;pH:r- 4 . 24 0,001 0.80 1,19 | Hay diferencias significativas
3) & K 30 =0,001 1.00 £.19 Hay diferencias significativas
2 . 20 =0,001 1.00 5.19 Hay diferencias significativas
2 K 249 =0,001 0.97 2.66 Hay diferencias significativas
”'BII;EE B2- 4 . 20 =0,001 1.00 L,13 Hay diferencdias significativas
(par 1) b K 20 =0,001 1.00 5.19 Hay diferencias significativas
3 2 . EL1] =0,001 1.00 5,19 Hay diferencias significativas
2 K 30 =0,001 1.00 L.19 Hay diferencias significativas
0-B2 ws B2- X 15 _ _ _ . . o .
PET Metal a4 - 0.856 0.53 0.11 Mo hay diferencias significatives
(par 2) 6 20 0,099 0.87 0,62 Mo hay diferencias significatives
8 ; 18 0.362 0.60 0.36 | Mo hay diferencias significatives
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Continuacion Cuadro A.9 Grado de diferencia (d”) obtenidos mediante prueba de diferenciacion 2-AFC, 30 jueces, 2 colas,
para la evaluacion del color en muestras de broza de café deshidratadas y almacenada en condiciones controladas para los
respectivos blogues y tipos de empaque.

Muestras seleccionada como la

N”;”EE ” MU_EEtra almh::'lir?:iaen del color mas fuerte ::tf:iji Probabilidad Prup-l:.rr{idn de d” Ennis* Resultado?
BLOQUE analizadas ta Muestra o exacta aciertos
Muestra almacenada
cantrol
X Hay diferencias
2 27 =0,001 0.90 1.82 significativas
b Hay diferencias
0-B3 ws B3-EE 4 22 0.016 0.73 0.87 significativas
(par 1) X Hay diferencias
B 24 0.001 0.80 1.19 significativas
X Hay diferencias
2 29 =0,001 0.97 2,56 significativas
X 2 Hay diferencias
2 =0,001 1.00 5,19 significativas
X Hay diferencias
. ﬂp;;g n:i_z:l' a 23 0,016 0.77 1,15 | significativas
(par 2) k4 20 Han,r .d.IfE r_e ncias
B =0,001 1.00 E.1%3 significativas
X sc Hay diferencias
g =0,001 0.83 1,35 significativas
X Hay diferencias
2 30 =0,001 1.00 5,19 significativas
X Hay diferencias
G'B:EEEGB} A 30 20,001 1.00 515 | significativas
(par 3) b Ha‘l,r .d.ife re ncias
B 28 <0,001 0.93 2.09 significativas
X Hay diferencias
2 29 =0,001 0.97 2,66 significativas

Aciertos obtenidos correspende 2 la categoria con mayor nimero de consumidores. “Ennis, 1993(c=0,03). ‘Fesultade con base en minimo de aciertos para

o=0,03 (Ennis, 2013)

145



Cuadro A.10 Grado de diferencia (d”) obtenidos mediante prueba de diferenciacion 2-AFC, 30 jueces, 2 colas, para la
evaluacion del color en muestras de broza de café deshidratadas y almacenada en condiciones reales para los respectivos bloques

y tipos de empaque.

Nimero Muestras seleccionada como
de Muestra Meses de la del color mas fuerte Aciertas Probabilidad | Proporcion d* Ennist Resultada?
BLOQUE analizadas | almacenamiento Muestra obtenidos exacta de aciertos
Muestra almacenada
control
2 . 29 =0,001 0.97 2,66 Hay diferencias significativas
”'BIE‘EE Bl- 4 . e <0,001 0.97 2.66 | Hay diferencias significativas
(par 4) 6 . 30 <0,001 1.00 5,19 Hay diferencias significativas
2 . 24 0,001 0.80 1,19 Hay diferencias significativas
2 . 23 0,005- 0.77 1,05 Hay diferencias significativas
. ”F;;l hl E:I' 4 . 20 0.099 0.67 0.62 | Mo hay diferencias significatives
{par 5) & X 30 =0,001 1.00 5.1% Hay diferencias significativas
2 . 15 =0,B56 0.50 0.00 Mo hay diferencias significatives
2 . 29 =0,001 0.97 2.66 Hay diferencias significativas
”'E';E‘;'JE'I' 4 . 27 <0,001 0.50 1,52 | Hay diferencias significativas
(par &) & . 25 =0,001 0.83 1,35 Hay diferencias significativas
8 . 20 0.059 0.67 0.632 Mo hay diferencias significativas
2 . 24 0,001 0.80 1,19 Hay diferencias significativas
0-B2 vs B2- X . N
EE 4 30 <0,001 1.00 5,19 Hay diferencias significativas
(par 4) B . 16 0.B56 0.53 0.11 Mo hay diferencias significativas
3 E . 20 =0,001 1.00 5,19 Hay diferencias significativas
2 X 24 0,001 0.80 1,19 Hay diferencias significativas
0-B2 vs B2- X ] o
PET Metal 4 28 =0,001 0.5z 2,09 Hay diferencias significativas
(par 5) 6 ; 13 0.200 0.62 0,47 Mo hay diferencias significativas
8 29 =0,001 0.97 2,66 Hay diferencias significativas
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Continuacion Cuadro A.10 Grado de diferencia (d”) obtenidos mediante prueba de diferenciacion 2-AFC, 30 jueces, 2 colas,
para la evaluacion del color en muestras de broza de café deshidratadas y almacenada en condiciones reales para los respectivos
bloques y tipos de empaque.

i MMuestras seleccionada coma la
Numero Muestra Meses de del color mas fuerte Aciertos | Probabilidsd | Proporcion e
de . . N . d Ennis Resultado?
BLOQUE analizadas | almacenamients Muestra obtenidos* exacta de aciertos
Muestra almacenada
control
2 * 30 <0,001 1.00 5,18 Hay diferendias significativas
B:I::: [;':" 4 - . 30 =0,001 1.00 5,18 Hay diferencias significativas
4) B 30 <0,001 1.00 5,19 Hay diferendias significativas
8 X 29 <0,001 0.97 2,66 Hay diferendias significativas
0-83 vs 2 . 26 =0,001 0.87 1.60 Hay diferencias significativas
3 B3-PET 4 X 30 <0,001 1.00 5,19 Hay diferendias significativas
I;-"Ieta-r:: ] . 30 =0,001 1.00 5,18 Hay diferencias significativas
par
8 . 18 0.262 0.60 0.26 Mo hay diferencias significatives
2 . 15 =0,856 0.50 0.00 Mo hay diferencias significatives
0-B3 ws e P R P . e
B3-PEOD 4 - 21 0.043 0.70 0.75 Hay diferencias significativas
[par &) B 27 =0,001 0.90 1,82 Hay diferendias significativas
8 * 26 <0,001 0.87 1.6 Hay diferendias significativas

Aciertos obtenidos corresponde a la categoria con mayor nimero de consumideres. “Ennis, 1993(0=0,03). ‘Resultado con base en minimo de aciertos para

o=0,05 (Ennis, 2013)
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9.10 Resultados microbiologicos:

Cuadro A.11 Resultados obtenidos de los recuento totales de mohos y levaduras, coliformes totales y coliformes fecales en
broza de café deshidratada almacenada segun bloque, tipo de empaque, condicion y tiempo de almacenamiento (cero y diez

meses).
Tiempo almacenamiento = 0 meses Tiempo almacenamiento= 10 meses
Blogque Tipo de Condicion de Mohos y Coliformes Coliformes Mohos y Coliformes | Coliformes
Empaque Almacenamiento Levaduras Totales Fecales Levaduras Totales Fecales
(UFC/g) (UFC/g) (UFC/g) (UFC/g) (UFC/g) (UFC/g)
EE CR 1.50x10° 8.50x10°
cc 250 x10¢ 1.10x10¢
CR : : 250 x10¢ 8.50x10°
1 P-600 1.50x10¢ 650 x10¢ <10 - X - <10
cC 2.00 x10¢ 1.10x10¢
CR 200 x10* 9.00x10°
PET Metal - -
CC 3.50 x10° 050 x10°
EE CR 200 x10* 4.50x10°
cc 2.00x10° 7.00x10°
CR . ) 1.50 %104 <10
2 P-600 1.50x10¢ 3.50x10¢ <10 - - <10
cC 200 =104 450 x104
CR 250 x10¢ 5.50x10¢
PET Metal - -
cC 3.00 x10¢ B8.00 x10!
EE CR 3.50x10° 050 x10°
cC 6.00 x10* 1.10x10°
CR ; ; 3.50x10° 950 x10°
3 P-600 2.00x104 B.50x10¢ <10 - - <10
CcC 250 x10° 1.10E =107
CR 400 x10° 0.00 x10°
PET Metal - -
CC 3.00 x10¢ 1.10x104

Nota: CC= condiciones controladas; CE=Condiciones reales.
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Cuadro A.12 Crecimiento logaritmico del recuento de mohos y levaduras y recuento de coliformes totales obtenidos en funcion

del bloque, tipo de empaque y condicion de almacenamiento de la broza de café deshidratada.

Condicién d Crecimiento Logaritmico
Blogue Tipo de Empaque %h;:ce;f;?;l]ienetu Mohos y levaduras Coliformes Totales
. (Log UFC/g +0,12) (Log UFC/g +0,09)
CER 0,00 0,12
EE ; ;
cC 0.22 0,23
CR 0,22 0,12
1 P-600 cC D2 s
7 ;
PET Metal glé g; g};
CR 0,12 0,11
EE . _
cC 0,12 (.30
CE 0,00 (.00
2 P-600 : .
cC 0,12 0,11
7 2
PET Metal E‘é g;ﬂ g;g
CR 0.24 0.05
EE ; _
cC 0.48 0,11
CR 0,24 0,05
3 P-600 : ;
cC 0.10 0,11
’
PET Metal glé g?g 3[1]1

Mota: CER=condicion real de almacenamiento; CC=condicion controlada de almacenamiento.
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