ENCAPSULACION DE ZUMO DE NARANJA AGRIA (Citrus aurantium L.) POR

COCRISTALIZACION EN SACAROSA

AUTORES:
KEVIN BLANQUICETT GONZALEZ

RAFAEL DAVID RANGEL TERRAZA

UNIVERSIDAD DE CORDOBA
FACULTAD DE INGENIERIAS
PROGRAMA DE INGENIERIA DE ALIMENTOS
BERASTEGUI-CORDOBA

2016



ENCAPSULACION DE ZUMO DE NARANJA AGRIA (Citrus aurantium L.) POR

COCRISTALIZACION EN SACAROSA

AUTORES:
KEVIN BLANQUICETT GONZALEZ

RAFAEL DAVID RANGEL TERRAZA

DIRECTOR

RICARDO ANDRADE PIZARRO Ing. Ph.D.

UNIVERSIDAD DE CORDOBA
FACULTAD DE INGENIERIAS
PROGRAMA DE INGENIERIA DE ALIMENTOS
BERASTEGUI-CORDOBA

2016



RESPONSABILIDAD DE LOS AUTORES

El jurado calificador no se hace responsable de las ideas emitidas por los autores.

Acrticulo 46, acuerdo 006 de Mayo 29 de 1979 del Consejo Superior.



NOTA DE ACEPTACION

Nota de aceptacion

Firma del jurado

Firma del jurado

Berastegui, 24 de Mayo del 2016.



DEDICATORIA

A Dios por estar a nuestro lado desde que éramos un retofio de vida.

A nuestros padres por apoyarnos incondicionalmente y ser los faros de nuestras vidas.

A nuestros hermanos porque siempre creyeron en nosotros.

A nuestros seres queridos por su dedicacion, apoyo y paciencia.



AGRADECIMIENTOS

Los autores expresan su agradecimiento a:

La UNIVERSIDAD DE CORDOBA, por habernos brindado una excelente calidad

académica.

La Division de Investigaciones de la Universidad de Cordoba, y en especial a la
convocatoria "Proyectos de investigacion en menor cuantia para financiar trabajos de
grado en la modalidad de proyectos de investigacion de pregrado™ 2015, por su aporte

econdmico a este trabajo.

RICARDO ANDRADE PIZARRO, nuestro director, por brindarnos su amistad, sus

conocimientos y ser una guia y gran ayuda en todo este trabajo.

Los auxiliares de los Laboratorios de Ingenieria aplicada, Anélisis de alimentos, Planta
piloto y al grupo de investigacion GIPAVE, por su tiempo y colaboracion para con

nuestra investigacion.

vi



TABLA DE CONTENIDO

RESUMEN ... xiii

ABSTRACT e e Xiv
1. INTRODUGCCION. ..ottt sttt 15
2. REVISION DE LITERATURA . ......cooitieeeee e eeeee et 18
2.1. NARANJA AGRIA (Citrus aurantium L.) ......c.cccceviviiiiieiice e 18
2.2 ENCAPSULACION DE INGREDIENTES ALIMENTARIOS .......cccouu..... 19
2.3 LA SACAROSA COMO ENCAPSULANTE ..o 23
2.4  FUNDAMENTOS DE COCRISTALIZACION ....cc.ooovivieereeeeeeeeeeeeeen, 26
2.4.1 SODFESAtUFACION ....c.oiiiiiiiiiiitieecet ettt 28
2.4.2 NUCIBACION ...ttt 30
3. MATERIALES Y METODOS ......cooiveieeteeeeeeesee s 32
3.1 MATERIAPRIMA e 32
3.2 CARACTERIZACION DEL ZUMO DE LA NARANJA AGRIA (CITRUS
ARAUNTIUM L) ettt sttt st et ne e 33
3.3 COCRISTALIZACION DEL ZUMO......cooveiieseieesesieseseressiesieses s, 33

vii



34 TIEMPO DE COCRISTALIZACION......cccooiieeeeeeeeeeeeseeese e, 35
3.5 PROPIEDADES FISICAS DEL ZUMO COCRISTALIZADO..................... 35
3.6 VITAMINA C et 36
3.7 DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS.....ccooveieeeereeeeeeeeseeeee e, 37
40 RESULTADOS Y DISCUSION......oc.coimvieirireeieneiereeensissssssssessssesssssssssssesnsseans 40
4.1 ANALISIS DE LA COMPOSICION QUIMICA DE LA NARANJA AGRIA
(CITRUS AURANTIUM L.) cotitiiiiieit sttt et 40
4.2 CARACTERISTICAS DEL ZUMO DE NARANJA AGRIA
ENCAPSULADO ..ottt bttt 41
4.2.1 Tiempo de coCristaliZaciOn ..o 41
4.2.2 Densidad @Parente........ccooiiiiiiiiiiiiiiiissies s 43
4.2.3 ANQGUIO & FEPOSO ... 45
4.2.4 Tiempo de SOIUDIIZACION ... e 48
4.2.5 HUMEUA ...t 50
4.2.6 ACtiVIdad del QQUAL.......cccooiiiiieic e 52
B.2.7 COlOF oot 54
4.2.8 VITAMING C ..ot 59
5. CONLUSIONES ... .ot 62
6. RECOMENDACIONES.......co oo e 64
7. BIBLIOGRAFIA ... oottt 65
8. ANEXOS ..ot 73

viii



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Métodos para preparar MiCroCapSUlas...............ooviiiiiiiiiiiiieeenen . 21
Tabla 2. Hidratacion de azucares en agua (2M-5°C).........ooiiiiiiiiiiiiiia, 24
Tabla 3. Solubilidad de la sacarosa en agua a diferentes temperaturas..................... 25
Tabla 4. Disefio experimental de cocristalizacion del zumo de naranja agria............. 38
Tabla 5. Caracterizacion del zumo de lanaranjaagria.............ccooeveeeviiiiniinaninnnn.. 40



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

LISTA DE FIGURAS

Estructura de la molécula de sacarosa.................cccoeveiieinannn... 23
Esquema del proceso de cocristalizacion................................. 26
Sobresaturacion en soluciones de azUcar................cc.coeeieenennn.. 28
Diagramade MIerS. .......oouiiiii e 30
Tipos de nucleacién y su clasificacion...........................o 31
Zumo de naranja agria cocristalizado después del secado.............. 41

Gréfico de superficie de respuesta del tiempo de cocristalizacién en

funcion del zumo adicionado (%) YpPH.......cooviiiii, 42
Gréfico de superficie de respuesta del tiempo de cocristalizacién en
funcion de los sélidos solubles (°Brix) y pH.........c.ccoviiiinnn.n 43
Gréfico de superficie de respuesta de la variable densidad aparente
en funcidn de sélidos solubles (°Brix) y zumo adicionado (%)....... a4
Grafico de superficie de respuesta de la variable densidad aparente
en funcion de solidos solubles (°Brix) ypH...........ooooiiiiiina 45
Gréfico de superficie de respuesta del angulo de reposo en funcién
de los s6lidos solubles (°Brix) y zumo adicionado (%)................. 47
Grafico de superficie de respuesta del &ngulo de reposo en funcién

47

del pHy zumo adicionado (%0).........ccovviiiiiiiii e



Figura13.  Grafico de superficie de respuesta de la variable solubilidad en
funcion de zumo adicionado (%) y solidos solubles.....................
Figura14.  Gréfico de superficie de respuesta de la variable solubilidad en
funcion de zumo adicionado (%) YPH.......coooviiiiiii
Figura15.  Grafico de superficie de respuesta de la variable humedad en
funcion de solidos solubles (°BrixX) y pH........coooviiiiiii,
Figura16.  Grafico de superficie de respuesta de la variable humedad en
funcidn de solidos solubles (°Brix) y zumo adicionado.................
Figura 17 Gréfico de superficie de respuesta de la variable actividad de agua
en funcidn de sélidos solubles (°Brix) y zumo adicionado (%).......
Figura 18 Gréfico de superficie de respuesta de la variable actividad de agua
en funcion de zumo adicionado (%) YPH........coooviiiiiiiii
Figura 19 Gréfico de superficie de respuesta de la variable luminosidad (L*)
en funcién del zumo adicionado (%) ypH.........ccoooiiiiiiii
Figura 20 Gréfico de superficie de respuesta del pardmetro de color a* en
funcion de zumo adicionado (%) YPH.......ccooviiiiiiii
Figura 21 Gréfico de superficie de respuesta del parametro de color a* en
funcion de zumo adicionado (%) y solidos solubles (°Brix)...........
Figura 22 Gréfico de superficie de respuesta del pardmetro de color b* en
funcion de solidos solubles (°Brix) y pH......c.ooooiiiiiiiiiin,
Figura 23 Gréfico de superficie de respuesta del parametro de color b* en
funcion de zumo adicionado (%) YPH.......oooeiiiiii
Figura 24 Gréfico de superficie de respuesta del contenido de vitamina C en

funcion del pH y zumo adicionado (%0).........cccooevevriiiiiniinnnn.n.

Xi



Anexo A.

Anexo B.

Anexo C.

Anexo D.

Anexo E.

Anexo F.

Anexo G.

Anexo H.

Anexo |.

Anexo J.

Anexo K.

Anexo L.

Anexo M.

Anexo N.

Anexo O.

Anexo P.

Anexo Q.

Anexo R.

Anexo S.

ANEXOS

Recoleccion y clasificacion de la materia prima......................... 73
Montaje para la obtencién el jarabe sobresaturado de sacarosa........ 73
Montaje para la cocristalizacion del zumo de naranja agria............. 74
Separacion del material particulado...................c.ocooiii 75
Muestras cocristalizadas secadas al vacio.....................ooeevvnnnn 76
Cribado de las muestras molturadas...............cccoeviiiiiiiininnannn.. 76
Montaje para la determinacion del angulo de reposo.................... 77
Determinacion del tiempo de solubilizacion ............................. 78
Determinacion de vitamina C.............cccoiiiiiiiiieieeee 78
Efectos estimados para tiempo de cocristalizacion...................... 79
Efectos estimados para densidad aparente................cccoeveinnnnnn. 79
Efectos estimados para angulo de reposo...........cevvvvvvinininnnnnn. 80
Efectos estimados para el tiempo de solubilizacion .................... 80
Efectos estimados para humedad...............c.coooiiiiiiiiiiinn, 81
Efectos estimados para actividad de agua...................cooeeven.n. 81
Efectos estimados para luminosidad (L*)...............ccooeiiiiiini, 82
Efectos estimados paracolora*................oooiiiiiiiiiiiiiii, 82
Efectos estimados paracolorb*.................co 83
Efectos estimados para el contenido de vitaminaC..................... 83

Xii



RESUMEN

La cocristalizacion es un método de encapsulacion, el cual consiste en la incorporacion
de un material activo en un conglomerado de sacarosa. En el presente trabajo se evalud
las condiciones de cocristalizacion del zumo de naranja agria con sacarosa,
determinando el efecto de la proporcion de zumo adicionado, pH y sélidos solubles
sobre de la propiedades fisicas y fisicoquimicas (humedad, densidad aparente, color,
tiempo de solubilizacion, actividad de agua y angulo reposo), tiempo de cocristalizacion
y contenido de vitamina C de los cocristales de zumo de naranja agria. En el producto
cocristalizado se observé un aumento de la humedad cuando el pH disminuye. El tiempo
de cocristalizacion fue mayor a medida que aumentaba la proporcion de zumo
adicionado y soélidos solubles. La densidad aparente y el angulo de reposo fueron
superiores a la matriz de encapsulacion, pero estuvieron en el rango de la mayoria de los
alimentos en polvo. El color en sus pardmetros L*, a*, b* y la actividad de agua se
vieron influenciados por el pH y solidos solubles. Los cocristales lograron retener
vitamina C entre un 3.94 y 5.25 mg/100 g en base seca; sin embargo se presentd una alta
pérdida de vitamina C (90.64%) durante el proceso de cocristalizacion con respecto al
zumo fresco.

Palabras clave: naranja agria, encapsulacion, cocristalizacion, nucleacion, sacarosa,

solidos solubles.
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ABSTRACT

Crystallization is a method of encapsulation, which involves the incorporation of an
active material in a cluster of sucrose. In this paper the conditions of cocrystallization of
sour orange juice with sucrose was evaluated by determining the effect of the proportion
of soluble added, pH and solids juice on the physical and physicochemical properties
(moisture, bulk density, color, solubilization time, water activity and repose angle), co-
crystallization time and vitamin C content of the cocrystals of bitter orange juice. In the
cocrystallized product moisture increase it was observed when the pH decreases.
Cocrystallization time was increased with increasing the proportion of juice soluble
solids and added. The bulk density and angle of repose were superior to encapsulation
matrix, but were in the range of most food powder. The color in their L *, a *, b * and
water activity were influenced by pH and soluble solids. The co-crystals managed to
retain vitamin C between 3.94 and 5.25 mg/100 g dry basis; however there was high loss
of vitamin C (90.64%) during the process of cocrystallization with respect to fresh juice.
Keywords: bitter orange, encapsulation, co-crystallization, nucleation, sucrose, soluble

solids.
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1. INTRODUCCION

La encapsulacién en la industria alimentaria es un método frecuentemente utilizado para
mejorar las propiedades de manejo y produccion de algunos alimentos, conservando su
valor nutricional y sensorial (vitaminas, minerales, aromas, sabores, etc). EXiste una
amplia variedad de técnicas para realizar este proceso, dentro de los cuales se encuentra
la cocristalizacién (Yariez et al. 2002). En la cocristalizacién se modifica la estructura
solida, monociclica y densa de los cristales puros de sacarosa, para obtener un
aglomerado irregular y poroso que facilite la incorporacién de un ingrediente activo
(Chén et al. 1988; Bhandari et al. 1998). Esta técnica mejora la solubilidad,
humectabilidad, homogeneidad, dispersabilidad, hidratacion, la  propiedad
antiapelmazante y la capacidad de flujo del ingrediente activo encapsulado (Beristain et

al. 1996).

Diversos componentes pueden ser encapsulados, entre los cuales se encuentran:
ingredientes activos, sustancias volatiles, emulsionantes, acidos, entre otros (Chen et al.
1988). Una aplicacion especialmente importante en alimentos es la encapsulacion de

jugos de frutas, debido a la proteccion que ésta les brinda a sus componentes,
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principalmente a la vitamina C, la cual se oxida facilmente y puede degradarse durante

el procesamiento o almacenamiento (Parra 2010).

El zumo de naranja agria como fuente importante de ingredientes activos se destaca por
su sabor Unico, beneficios en la salud y contenido de vitamina C (Alonso 2004). Un
encapsulado de zumo de naranja agria, iria de la mano con las tendencias actuales de la
industria alimentaria en la elaboracion de productos de origen natural y nutricionalmente

de calidad (Astray et al. 2009).

El objetivo de este estudio fue la evaluacion las condiciones de cocristalizacion del
zumo de naranja agria con sacarosa, determinando el efecto de la proporcion de jugo
afiadido, pH y solidos solubles del zumo sobre de la propiedades fisicoquimicas y el

contenido de vitamina C del producto obtenido.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. NARANJA AGRIA (Citrus aurantium L.)

El naranjo agrio es un arbol oriundo de Asia (India, sureste de China y sur de Vietnam),
el cual fue posteriormente introducido y naturalizado en Europa y América. Se
caracteriza por presentar abundante ramaje cercano a los 8-10 m y de color verdoso,
hojas ovado-lanceoladas de hasta 8 cm de largo, sinuosas o crenadas, brillantes y con
peciolo alado; flores arométicas blancas o rosadas, ubicadas en la axila de las hojas. El
fruto es globoso, de 7.5 cm de didmetro, de sabor amargo y color naranja en su madurez
(Alonso 2004). La naranja agria es muy apreciada en Espafia para la elaboracion de
confituras y mermeladas, ya que contiene elevados porcentajes de pectina que ayudan a

conseguir una textura adecuada (Martinez et al.2006).
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El fruto de naranja agria en su etapa de crecimiento presenta coloracion verdosa debido
a la presencia de clorofila en la cascara y en el zumo. Durante su proceso de maduracion
en el epicarpio comienza un cambio de coloracion verdosa a amarillo-naranja, producto
de la degradacion progresiva de las clorofilas y el aumento de la biosintesis de
carotenoides asociado a la desaparicion de los cloroplastos y la posterior formacion de
cromoplastos. Dentro de los principales carotenoides presentes en la naranja agria se
encuentran la violaxantina, luteoxantina, auroxantina, cryptoxantina, B-cryptoxantina,
mutatoxantina, isoluteina y zeaxantina, los cuales en su mayoria estan en el zumo y le

brindan su carécter antioxidante (Meléndez et al. 2007).

De igual forma el zumo de naranja agria se destaca nutricionalmente por su contenido de
vitamina C y minerales como el potasio, magnesio y calcio. Ademas de los &cidos fdlico,
oxalico, tartarico, malico y citrico, éste ultimo potencia la accién de la vitamina C
(Alonso 2004). Cabe destacar, que la vitamina C se pierde durante el procesamiento y
almacenamiento del zumo, ya que esta es la vitamina mas labil debido a efectos de
oxidacion, interaccion con otros metales, temperatura, fisiologicos, etc., por esta razén

se considera como indice de retencion de vitaminas (Odriozola 2009).

De los subproductos del procesamiento del zumo de naranja agria, se obtienen aceites
esenciales y otros compuestos de alta aceptacion en la industria alimentaria; en primer
lugar, se utilizan por su sabor y aroma en bebidas alcohdlicas y no alcohdlicas, gelatinas,

refrescos, helados, aceites, dulces y pasteles; en la industria farmacéutica, sus aceites
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esenciales volatiles como agentes aromatizantes para enmascarar sabores desagradables
(Garau et al. 2007; Karoui y Marzouk 2009). Con el fin de conservar y extender la vida
atil, tanto de los componentes del zumo como de sus subproductos, estos se almacenan y

comercializan en forma encapsulada (Yujing et al. 2014).

2.2.  ENCAPSULACION DE INGREDIENTES ALIMENTARIOS

La microencapsulacion es una técnica que permite recubrir gotas liquidas, particulas
solidas o gaseosas, usando un material de pared que forma una pelicula porosa capaz de
liberar el material activo en condiciones especificas (Araneda y Valenzuela 2009). A su
vez, la pelicula o barrera formada esta constituida por cadenas con componentes que le
confieren propiedades hidrofébicas y/o hidrofilicas (Fuchs et al. 2006). De manera
general el término microencapsulacionse suele usar en la industria alimentaria, para
referirse al encapsulamiento de sustancias de bajo peso molecular o en pequefias
cantidades; encapsulacion y microencapsulacién se emplean indistintamente (Yafiez et

al. 2002).

El propdsito general de la microencapsulacién es proporcionar particulas que controlen
la liberacion del material activo, durante el transporte o liberacion del material en
cuestion. La pared de la microcapsula es la encargada de controlar la difusion del
componente activo de la microcapsula (Vilstrup 2004). En la encapsulacién, el material

exterior es denominado agente de encapsulacion o material de pared, mientras que el
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ingrediente interno se le llama material activo. En la industria alimentaria se utiliza la

microencapsulacion por diversas razones (Parra 2010), entre las que se destacan:

v Proteger el material activo de la degradacion producida por el medio ambiente
(calor, aire, luz, humedad).

v" El compuesto encapsulado se libera gradualmente del compuesto que lo ha
englobado o atrapado en un punto determinado.

v' Las caracteristicas fisicas del material original pueden ser modificadas y hacer mas
facil su manejo (un material liquido convertido a polvo), la higroscopia puede ser
reducida, la densidad se modifica y el material contenido puede ser distribuido mas
uniformemente en una muestra.

v" Puede ser empleado para separar componentes, con el fin de que estos no
reaccionen.

v’ Estabilizacion de principios activos inestables.

v" Transformacién de liquidos en s6lidos (Astray et al. 2009).

En la actualidad se han desarrollado diversas técnicas para la obtencion de
microcapsulas, las cuales pueden ser clasificadas dentro de tres categorias: quimicas,
fisicas y fisicoquimicas, de acuerdo a con la Tabla 1). El tipo de proceso que se utiliza
depende en gran medida de las propiedades del agente encapsulante, asi como las

limitaciones del material activo (King 1995).
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Tabla 1. Métodos para preparar microcapsulas.

Fisicos Quimicos Fisicoquimicos
Secado por aspersion Inclusion molecular Coacervacion (Separacion
Enfriamiento tras | Polimerizacion interfacial | en fase acuosa)
atomizacion Separacion  en  fases
(Spray Chilling) organicas

Atomizacion en  lecho
fuidizado

Co cristalizacion

Extrusion

Liofilizacion

Fuente: Shahidi y Han (1993); Constant y Stringheta (2002).

Tedricamente se considera que se puede encapsular cualquier material que necesita ser
protegido, aislado o lentamente liberado. En relacion con los alimentos o los
componentes de interés, entre estos se incluyen acidos, lipidos, enzimas,
microorganismos, saborizantes, edulcorantes artificiales, vitaminas, minerales, agua,

levadura, colorantes y sales (Peterson y Johnson 1978; Desai y Park 2005).

La técnica de microencapsulacion no es exclusiva de la industria alimentaria, otras
industrias la aplican para obtener formulaciones microencapsuladas, tales como:
cosméticos, pigmentos, adhesivos, medicamentos, pesticidas, agentes de curado, ademas

de enzimas y microorganismos (Santos et al. 2000).

Larroza y Zerlotti (2007) en sus estudios sobre la encapsulacion de carotenoides

encontraron que estos compuestos tenian gran estabilidad durante su almacenamiento,
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incluso en ambientes hidrofilicos. De igual forma la encapsulacion también es clave para
evitar la oxidacion de aceites esenciales, la perdida de sustancias volatiles, y el control al

momento de liberar aromatizantes (Ré 2000).

Las microcépsulas suelen tener tamafios distintos y en funcion de éste establecer su
clasificacion. Normalmente se clasifican en dos categorias, denominando aquellas
particulas con dimensiones entre 1 y 1000pum como microparticulas, y aquellas con

tamanos entre 10 y 1000nm como nanoparticulas (Fabra et al. 2009).

En la actualidad las distintas industrias incluyen diversos tipos de microencapsulantes.
Segun Lakis (2007) los componentes 0 agentes encapsulantes se clasifican en diversas

categorias, tales como:

1) Ceras y lipidos: Cera de abejas, ceras de carnauba y candelilla, emulsiones de micro
y macro cera, grasas naturales y modificadas, diesterato de glicerol, grasa naturales
y modificadas.

2) Proteinas: Gelatinas, proteinas de suero de leche, zeina, proteinas de soya, gluten,
etc. Todas las proteinas estan disponibles tanto en su forma nativa como
modificada.

3) Carbohidratos: almidones, maltodextrinas, quitosano, sacarosa, glucosa,
etilcelulosa, acetato de celulosa, alignatos, carragenina.etc.

4) Polimeros de grado alimentarios: Prolipropileno, polivinilacetato, politireno,

polibutadieno.
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Entre los diversos métodos para encapsular, la cocristalizacion es usada con frecuencia
en la industria alimentaria, donde la sacarosa se utiliza de manera general para
encapsular el material activo. La cocristalizacion es una técnica que permite incorporar
dos ingredientes en un grupo de cristales porosos de sacarosa, los cuales son formados

por cristalizacion espontanea (Astolfi et al. 2005).

2.3. LA SACAROSA COMO ENCAPSULANTE

La sacarosa es el disacarido mas extendido del reino vegetal, este se halla en casi todos
los frutos (remolacha 16-20%, cafia de azlcar 14-16%); se produce principalmente en la
India, Brasil, Cuba, China, México, E.E.U.U. y Filipinas (Bolivar et al. 2005). Segun la
NTC 778 (1997) la azlcar refinada, es el producto natural cristalizado para el consumo

humano constituido por lo menos en un 99.3% por sacarosa.

La sacarosa posee la formula molecular Ci,H2,01;, masa molar de 342 g/mol, se
cristaliza en un sistema monoclinico y al superar la temperatura de 180°C llega al punto
de fusion donde se observa la pirolisis (Daub y Seese 2005; Fennema et al. 2010). La

figura 1 muestra la sacarosa y el enlace glicosidico entre la fructosa y glucosa.

CH,OH CH,OH
O, (@)
OH CH,OH
(@]
OH OH OH OH
Glucosa Fructosa

Figural. Estructura de la molécula de sacarosa.

Fuente: Fennema et al. (2010).
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La sacarosa al igual que otros carbohidratos de bajo peso molecular, puede producir
soluciones concentradas de alta osmolalidad, debido a su alta hidréfilicidad y
solubilidad. Estas soluciones pueden usarse como edulcorantes, conservantes y
humectantes (Fennema et al. 2010).La sacarosa en medio &cido térmicamente se
descompone en glucosa y fructosa, ya que sufre una ruptura por la protonacion del
atomo de oxigeno en el enlace glicosidico por iones H* (Lee et al. 2011). La presencia
de azucares reductores en la cristalizacion interfiere en el ordenamiento de la sacarosa
no hidrolizada, lo cual promueve la formacién de muchos cristales pequefios de sacarosa

o impide por completo la cristalizacion (Quintana et al. 2005).

La presencia de grupos hidroxilos en la sacarosa le permite enlazarse con el agua
mediante enlaces de hidrogeno brindandole una gran capacidad de hidratacién (Tabla 2)
y un alto grado de solubilidad (Tabla 3); esto constituye una propiedad importante de los
hidratos de carbono ya que su contenido puede ser alto en solucion sin afectar

significativamente la textura y la actividad de agua (Badui 2006; Fennema et al. 2010).

Tabla 2.Hidratacion de azucares en agua (2M-5°C).

Capacidad de hidratacién

h- 7
Carbohidrato (moles H,0 / mol aztcar)

Glucosa 3.7+ 0.2
Maltosa 5.0+ 0.2
Sacarosa 6.6+ 0.2
Fructosa 6.9+ 0.2

Fuente: Badui (2006)
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Tabla 3. Solubilidad de la sacarosa en agua a diferentes temperaturas.

Temperatura Solubilidad Solubilidad
0 (ggagua 0%
solucion)
95 44775 81.74
100 4,7637 82.65
105 5.218 83.9
110 5.618 84.9
115 6.09 85.9
120 6.653 86.9
125 7.36 88
130 8.181 89.1
135 9.25 90.2
140 10.645 914

Fuente: Mathlouthi y Reiser(1995).

La sacarosa como muchos otros carbohidratos, se encuentra ampliamente asociada a la
industria alimentaria, tales como la confitera, chocolates, refrescos, otras. Sin embargo
las caracteristicas fisicas de est4 definen el uso de la misma en la industria. Por ejemplo,
la goma de mascar requiere que la sacarosa posea tamaro de cristales de 20-40 um para

evitar sensaciones arenosas en la boca (Geary 2008; Lee y Ulrich 2009).

No s6lo el tamafio de los cristales de sacarosa influye en el producto final fabricado, la
cristalizacion de la sacarosa dentro de estos productos desde el estado liquido al sélido le
brinda caracteristicas de calidad Unicas. La sacarosa es un material tan versatil que ha
encontrado aplicacion como encapsulaste en la industria de la cocristalizacion, debido a
su rapida disolucién en agua, estabilidad termica, baja hidroscopicidad, bajo costo y su

propiedad fisica para cristalizarse controladamente (Geary 2008).
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2.4.  FUNDAMENTOS DE LA COCRISTALIZACION

La cocristalizacion es un proceso de encapsulacion el cual frecuentemente en alimentos
utiliza la sacarosa como matriz para la incorporacién de un nucleo (Figura 2), donde el
segundo ingrediente es envuelto espontaneamente en sacarosa (cercana a 120°C)
obteniendo particulas cristalinas muy pequefias de 3 a 30 um (Chén et al. 1988;

Varzakas y Constantina 2015).

Sacarosa Producto

meiorado

Proceso de
cocristalizacion

Producto
cocristalizado

Segundo ingrediente

Figura2. Esquema del proceso de cocristalizacion.

Fuente: Cheén et al. (1988).

Conceptualmente la cocristalizacion se basa en los principios de la cristalizacion; en esté
las moléculas en la red se unen mediante sintones, los cuales son unidades estructurales
basicas no covalentes conformadas por enlaces van der Waals, interacciones © — © y
enlaces dehidrégenos entre los grupos funcionales de las moléculas (Jayasankar 2008).
La cristalizacion esta asociada con la formacion de inestabilidad en la solucion, con el
fin de que las moléculas del soluto se difundan a través del seno de esta y migren a los

cristales ya presentes o formen nuevos. La inestabilidad se obtiene disminuyendo la
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solubilidad del soluto en la solucién, por lo cual la informacidn de solubilidad es basica

a la hora de plantear el experimento (Astolfi et al. 2005; Dominguez y Diaz 2003).

La velocidad de crecimiento de cristales a partir de soluciones sobresaturadas se da en
tres pasos: sobresaturacion, nucleacion y maduracion. En estas existes transferencia de
masa de la solucion a los cristales en crecimiento y una de reaccién de superficie, donde
la velocidad de agitacion es un factor importante de transferencia de masa ya que a
mayor velocidad de agitacion mayor la tasa de difusion (Dominguez y Diaz 2003; Geary

2008).

Diversos autores han estudiado el proceso de cocristalizacion en numerosos materiales
activos. Por ejemplo, Beristain et al. (1994) encapsularon en sacarosa extracto
concentrado de flor de Jamaica (70°Brix), variando el extracto adicionado (10, 13 y
16%) y el pH de éste (3.9, 4.1 0 4.3); al nivel de extracto adicionado del 10% y pH 4.1,
obtuvieron capsulas con contenido de humedad de 3.34%, solubilidad de 28.3 s y
densidad aparente de 505 kg/m®. Bhandari et al. (1998) cocristalizaron miel de abeja a
82°Brix en jarabe de sacarosa usando porcentajes de miel del 10, 15 y 20%, obteniendo
en general un material relativamente seco con buenas propiedades de flujo y con
pequerias diferencias en la cantidad de compuestos volatiles aromaticos en relacion con
la miel. Astolfi (2003) estudio la cinética de cristalizacion al cocristalizar jugo
concentrado de maracuya al 64.5°Brix en sacarosa, variando los niveles de pH entre 3.5-
4.5, y el porcentaje de jugo afiadido 10% y 15%; evidenciando que la velocidad de
cristalizacion se acelera al aumentar el pH y al reducir el porcentaje de jugo adicionado.

Quintana et al. (2005) evaluaron a nivel piloto el efecto de la velocidad de agitacion y
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perfiles de enfriamiento en la velocidad de crecimiento de cristales de sacarosa,
obteniendo los mejores resultados para una velocidad de agitacion de 600 rpm vy perfil

de enfriamiento natural.
2.4.1. Sobresaturacion

La sobresaturacion en soluciones de azlcar hace referencia a mezclas que poseen mayor
cantidad de moléculas de las que termodinamicamente se le permite, lo cual impulsa la
cristalizacion. En los procesos de cocristalizacion el objetivo es obtener cristales de
componentes maltiples, evitando asi la cristalizacién aislada de estos (Morissette et. al
2004; Geary 2008). La formacién de una solucion sobresaturada de azicar mediante una

variedad de métodos se puede lograr como se indica en la figura 3.

‘ C
Solucion supersaturada para un
sistema con solvente puro.

B8
L —— — A

Solucion insaturada en
disolvente puro y solucion !
sobresaturada en el sistema de i
mezcla de disolventes et

Concentracion de azucar

art
et
----
.....
......
.......
.....
e
e
e
e
............
............
................

puro y en el sistema de mezcla de
disolventes

‘Temperatura.

Figura 3. Sobresaturacién en soluciones de azUcar.

Fuente: Geary (2008).
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La linea AB (figura 3) representa el efecto de enfriamiento de una solucion por debajo
del punto de saturacion, donde la refrigeracion de la solucion causa la disminucion de la
solubilidad ya que a medida que la temperatura desciende, la concentracion de azucar
aumenta provocando un grado mas alto de saturacion. Si se extrae agua de la solucion,
como se muestra en la linea CA se provoca un aumento en la concentracion de azucar, o
si se adiciona un segundo disolvente en el cual la azucar es insoluble se provoca una
disminucion en la solubilidad del aztcar (linea AD). Cuando se presenta alguna de estas
fuerzas en una solucion de azucar, se afecta el equilibrio termodinamico provocando la
cristalizacion, si la solucidn es llevada a la zona de sobresaturacion (Astolfi 2003; Geary

2008).

En los procesos de cocristalizacion partiendo de una solucion saturada, para promover la
inestabilidad termodinamica se emplean diagramas de Miers, los cuales son gréaficos de
concentracion vs temperatura, en los que se visualizan las diferentes regiones o estados
de saturacién del sistema. En el diagrama de Miers (ver figura 4) se observa que la
solucion se encuentra insaturada para cualquier combinacion de concentracion-
temperatura por encima de la linea de saturacion, mientras que hacia debajo de ésta linea
la solucion se encuentra sobresaturada. Si la solucion reside en la region labil se
encontrard expuesta a una espontanea cristalizacion, mientras que si se encuentra en la
region metaestable solo habra formacion de cristales por nucleacion (Dominguez y Diaz

2003; Geary 2008).
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Linea de saturacién

Zona Estable
(No saturada)

Zona
Metaestable

Z.ona Labil

Temperatura

Enfriamiento

Zona de sobresatural

Concentracion

Figura4. Diagrama de Miers.

Fuente: Dominguez y Diaz (2003).

En una solucién en estado metaestable para promover la cristalizacién debe existir una
fuerza externa impulsora (temperatura, presion o nucleacion), la cual ayude a superar la
barrera de energia qué define la condicion metaestable. El logro de este criterio alivia la
condicion metaestable, donde el sistema pasa a un estado de menor energia y

termodinamicamente mas estable (Astolfi 2003).

2.4.2. Nucleacién

La nucleacion es la primera etapa de transicion para formar un material cristalino, sin la
cual no puede darse el crecimiento de los cristales. Esta nucleacion puede lograr
mediante diversos métodos, tales como enfriamiento, calentamiento o evaporacion del

disolvente. El mecanismo de nucleacion se clasifica en primaria o secundaria (Figura 5):
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Heterogénea Espontanea
Primaria -
Inducida por
Homogénea particulas
Nucleacion externas
. Inducida por
Secundaria cristales

Figura 5. Tipos de nucleacion y su clasificacion

Fuente: Geary (2008)

La nucleacion homogénea también conocida como capilar se atribuye a las fluctuaciones
en una solucion sobresaturada, las cuales conducen a la formacién de pequefios grupos
de moléculas (clusters), quiénes forman nucleos que dan lugar al crecimiento de cristales
solo si tienen el tamafio suficiente. La cristalizaciébn homogénea rara vez se presenta en
soluciones sobresaturadas debido a la presencia de impurezas que actian como sitios de
nucleacion. En consecuencia, la formacion de nucleos puede ocurrir a bajos niveles de
sobresaturacion dandose asi la nucleacion heterogénea, el cual es el mecanismo por el
cual la mayoria de los procesos de cristalizacién se dan. Por otra parte, la nucleacion
secundaria es el resultado de la introduccién de cristales de siembra en una solucion
sobresaturada, la cual se puede dar a niveles mas bajos de sobresaturacion en

comparacion con la nucleacion primaria (Astolfi 2003; Geary 2008)

Una vez la condicion metaestable en la solucion sobresaturada es aliviada, esta pasa a un
estadomenos energético en el cual se produce el crecimiento de los cristales. Este
crecimiento de los cristales se caracteriza por el aumento del tamafio del mismo, el cual
se produce ya sea por la adicion o la agregacion molecular de otro nucleo (Astolfi 2003).
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3. MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion fue de tipo experimental y se llevo a cabo en las instalaciones de los
laboratorios de Anélisis de alimentos y de Ingenieria Aplicada, adscritos al
Departamento de Ingenieria de Alimentos de la Universidad de Coérdoba, sede
Berastegui ubicada en el kilometro 10 via Cereté - Ciénaga de Oro del departamento de

Cérdoba.

3.1. MATERIA PRIMA

Los frutos de naranja agria (Citrus aurantium L.) se recolectaron en la finca San Antonio
perteneciente al corregimiento de Malagana de Ciénaga de Oro, con un estado de
maduracion grado 2 (ver Anexo A), de acuerdo a Baron y Villa (2013). Estas se
almacenaron en sacos de fique, se enjuagaron empleando agua a presion y se

desinfectaron por inmersion en cloro diluido al 0.5% durante 10 min.
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3.2. CARACTERIZACION DEL ZUMO DE NARANJA AGRIA (CITRUS

AURANTIUM L.).

Para la obtencion del zumo de naranja agria se utilizd un exprimidor mecanico y fue
filtrado con tela fina. Luego de la extraccion del zumo se procedié a realizar los

siguientes analisis:

v" Acidez titulable: Método AOAC 942.15.

v Color (L*, a*, b*): Colorimetro Colorflex EZ 45(HunterLab).
v Humedad: Método AOAC 20.013.

v" pH: Método AOAC 981.12.

v’ Sélidos solubles (°Brix): Método AOAC 932.12.

v" Vitamina C: Método AOAC 967.21.

3.3. COCRISTALIZACION DEL ZUMO

Al zumo de naranja agria se le ajusto el pH a 3.8, 4.15 y 4.5 empleando Hidroxido de
Calcio. Luego se concentré el zumo en un rota-evaporador (marca Heidolph, modelo
Laborota 4000 eco) hasta la concentracion de sélidos solubles requerida (50, 55 vy
60°Brix), segun lo sefialado por el disefio experimental. Al finalizar, el zumo
concentrado fue pesado, etiquetado y almacenado en refrigeracion hasta su posterior

empleo.
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Para preparar los jarabes de sacarosa se pesaron 300 g de azlcar y 50 ml de agua,
mezclandolos en un beacker de 600ml, con el fin de obtener una solucidn concentrada de
70'Brix (Bhandari et al. 1998). Esta solucién fue sometida a calentamiento en una
plancha eléctrica a 180°C con agitacion magnética a 1000 rpm, verificando
constantemente la temperatura del jarabe hasta observar una coloracion blanca,
aproximadamente a una temperatura de 118°C (ver anexo B), la cual indicaba el grado
de sobresaturacion requerido para que ocurra la cristalizacion espontanea al enfriarse. En
este punto el jarabe fue retirado de la fuente de calentamiento y se le afiadio la cantidad
estipulada de zumo concentrado. La mezcla fue sometida a agitacién constante de 600
rpm (ver anexo C), usando un agitador mecanico portatil (marca Maquita, modelo 906)
dotado con aspas metalicas rectas de 4.5cm de diametro. Al momento de observar la

formacion de un material solido particulado el proceso de agitacion fue detenido.

El material particulado fue separado (ver anexo D) y posteriormente sometido a un
proceso de secado a 45°C en una estufa al vacio (marca comercial Marconi, MA modelo
037) durante 24 horas (ver anexo E), seguido por una molturacion y cribado utilizando
un colador comercial (ver anexo F) (Montes et al. 2006). Finalmente, el producto se
depositd en bolsas de polietileno transparente (Calibre 200) tipo Ziploc (Lépez et al.
2014), y se almacenaron en cavas de icopor hasta la realizacion de los analisis

correspondientes.
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3.4. TIEMPO DE COCRISTALIZACION

El tiempo de cocristalizacion se determind mediante la medicion del tiempo de agitacion
transcurrido (en segundos) entre la adicién del jugo concentrado al jarabe sobresaturado,

y la aparicion de un material sélido particulado (Astolfi 2003).

3.5. PROPIEDADES FiSICAS DEL ZUMO COCRISTALIZADO

Al zumo cocristalizado se le determinaron las siguientes propiedades fisicas:

v' Densidad aparente: se midi6 de acuerdo a la metodologia reportada por Beristain
et al. (1996). Determinando el volumen ocupado por aproximadamente 30 g de

polvo depositado una probeta graduada de 250 ml.

v" Angulo de reposo: para la medicion del angulo de reposo, el material se introdujo
en un embudo metalico incorporado en una plataforma metalica (ver anexo G) y fue
recogido en una caja de petri. La cantidad de muestra utilizada correspondia a la
necesaria para cubrirla placa inferior, formando un cono. Con los valores del radio
de las cajas de petri y la altura del cono del polvo, se determiné el angulo de reposo
(Bhandari et al., 1998). La misma cantidad de muestra, altura del embudo y cajas de
petri se utilizaron para todos experimentos y las mediciones se realizaron por

triplicado.
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v" Tiempo de solubilizacion: se determind mediante la medicion del tiempo requerido
para la disolucién completa de 10 g del producto en 100 ml de agua destilada a 25
°C contenida en una probeta graduada. La disolucién fue sometida a agitacion
constante a 50 rpm, usando un agitador mecanico portatil Marca Maquita, modelo
906 (ver anexo H). El tiempo se midié con un cronometro, hasta que no se

observaron solidos en el liquido (Beristain et al. 1996).

v" Humedad: se determin6 por gravimetria con secado en un horno por conveccion
(Marconi, modelo 030 MA) a 110 °C durante 24 horas. Las mediciones de peso

fueron hechas en una balanza analitica modelo Chyo JK 200.

v Actividad del agua: la actividad de agua de los polvos se determin6 mediante el
equipo Novasina (Lab Master) a temperatura de 25C, bajo un tiempo de

observacion de 2 minutos.

v Color: la medicion del color (L*, a*, b*) se llevd a cabo en un Colorimetro Color
Flex EZ marca HunterLab el cual utiliza una escala de luminosidad L* (100=blanco,
0=negro), rojo-verde a* (positivos=rojo, negativos=verde, 0=neutro) y azul-amarillo
b* (positivo=azul, negativo=amarillo, O=neutro). Para esto se emple6 un angulo de

observacion de 10° y un iluminante estandar D65.
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3.6. VITAMINAC

Para la medicion del contenido de vitamina C se empled el método de la AOAC
967.21/90. Para ello se uso6 una solucién de 2.6-diclorofenolindofenol a 400 ppm la cual
se utilizé para titular aproximadamente 5 g de cada una de las muestras, que habian sido
previamente diluidas en 20 mL de acido oxalico 2%,la titulacion se llevé a cabo hasta
obtener un color rosa constante. Se titul6 ademas 0.2 mL de una solucién patron de
acido ascérbico 0.2 % (p/v) y 0.2 mL de agua destilada empleada como blanco. Los
resultados se expresaron en mg de Vitamina C por 100 g de muestra y en porcentaje de

recuperacion de vitamina C.

3.7. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS

Para estudiar el efecto del pH (3.8 y 4.5), solidos solubles del zumo (50 y 60°Brix) y
porcentaje de zumo concentrado adicionado al jarabe de sacarosa (10 y 20%) sobre el
tiempo de cocristalizacion, las propiedades fisicas (densidad aparente, angulo de reposo,
solubilidad, humedad, color, actividad de agua) y contenido de vitamina C de los
cocristales de zumo de naranja agria (Citrus aurantium L.), se emple6 un disefio de Box-

Behnken con tres variables independientes, 3 puntos centrales y 1 replica (ver tabla 4).
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Tabla 4. Disefio experimental dela cocristalizacién del zumo de naranja agria (Citrus

aurantium L.).

Ensayo pH Concentracion del Zumo
zumo,°Brix adicionado, %
1 4.15 55 15
2 3.8 50 15
3 4.5 50 15
4 3.8 60 15
5 4.5 60 15
6 3.8 55 10
7 4.5 55 10
8 4.15 55 15
9 3.8 55 20
10 4.5 55 20
11 4.15 50 10
12 4.15 60 10
13 4.15 50 20
14 4.15 60 20
15 4.15 95 15

Para determinar los efectos significativos se realizé un anélisis de varianza (ANOVA), y
para predecir el comportamiento experimental de las variables de repuesta se empled un
modelo polinomial de segundo orden (Ec. 1). Las graficas de superficie de repuesta y el
analisis del disefio se realizaron utilizando el programa estadistico JMP 9.0.1 (SAS

Institute).

Y =m+ oA + BB + ,C + B3AB + B,AC + BsBC + [4A% + B,B? + BgC? (1)
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Donde:

Y: es el promedio de la variable de repuesta: color, tiempo de solubilizacion, tiempo de
cocristalizacion, humedad, densidad aparente, angulo de reposo, actividad de agua y

contenido de Vitamina C.

A: pH del zumo concentrado.

B: Concentracion del zumo.
Z: Porcentaje de zumo adicionado.
m: Media de regresion.

Bo, P1yP2:  Efectos lineales.

B3, Bay Ps: Interacciones entre factores.

Be, B7y Ps: Efectos cuadraticos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ANALISIS DE LA COMPOSICION QUIMICA DEL ZUMO DE

NARANJA AGRIA (CITRUS AURANTIUM L.)

En la tabla 5 se presentan los valores fisicoquimicos determinados al zumo de naranja
agria. Las muestras de zumo de naranja agria analizadas presentaron valores semejantes
a lo reportado por Caballero (2005). En la composicién de la naranja agria se destaca la
vitamina C con un contenido de 49.1+ 1.94 mg/100g; cantidad ligeramente inferior a la
naranja valenciana (53.2 mg/100g) y superior a mandarina (30.8 mg/100g), mostrando

que este fruto de poco uso en nuestra region deberia ser mas valorado (Pamplona 2006).

Tabla 5. Caracterizacion del zumo de la naranja agria

Parametro Cantidad

Acido citrico 413 +0.08
Solidos solubles (°Brix) 9.72 +0.24
Humedad (%) 90.6 + 0.08
pH 2.94 +0.05
Vitamina C (mg/100g) 49.1+1.94
Luminosidad, L* 30 +0.06

Color, a* -2.4+0.05
Color, b* 5.88 + 0.06
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42. CARACTERISTICAS DEL ZUMO DE NARANJA AGRIA

ENCAPSULADO

En la figura 6 se presentan diferentes muestras cocristalizadas antes de ser molturadas.
Visualmente se pudo apreciar que las muestras obtenidas presentaron diferencias en el

color, textura y morfologia.

Figura 6. Zumo de naranja agria cocristalizado después del secado.

4.2.1. Tiempo de cocristalizacion

Los cocristales de zumo de naranja agria presentaron valores de tiempo de
cocristalizacion en un rango de 830 a 2760 s, los cuales concuerdan con los reportados
para jugo de maracuya cocristalizado 750 a 2700 s (Montes et al. 2006). Los factores pH
(p=0.001), solidos solubles del zumo (p=0.001), porcentaje de zumo adicionado
(p=0.001), y el factor cuadratico pH (p=0.0018), presentaron influencia significativa

(p<0.05) sobre el tiempo de cocristalizacién (ver anexo J). En la figura 7 se observa
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como la variable de estudio aumenta (95%) en la medida que el zumo adicionado pasa
de 10-20%. Esto posiblemente se deba a qué durante la adicion del zumo concentrado se
produce un enfriamiento de la solucidn de sacarosa, lo cual promueve el paso de la zona
metaestable a una zona labil. De igual forma, al adicionar zumo concentrado provoca
una dilucion de la mezcla, disminuyendo a su vez el grado de sobresaturacion; siendo

esta disminucién un tanto mayor cuando los niveles de jugo adicionado y/o los solidos

solubles aumentan (Astolfi 2003).
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Figura 7. Gréafico de superficie de respuesta del tiempo de cocristalizacion en funcion
del zumo adicionado (%) y pH.

En la figura 8 se evidencia un aumento del tiempo de cocristalizacion (~43%) en la

medida que los solidos solubles pasan de 50 a 60°Brix.
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Figura 8. Gréafico de superficie de respuesta del tiempo de cocristalizacion en funcion

de los solidos solubles (°Brix) y pH.

4.2.2. Densidad aparente

En términos generales los valores de densidad aparente de los cocristales de zumo de
naranja agria estuvieron comprendidos entre 500 y 653 Kgm?. Estos resultados
concuerdan con los datos reportados para cocristales de aceite de cascara de naranja,
674.4 - 752.3 Kgm™ (Beristain et al. 1996), extracto de yerba mate, 697 + 94 Kgm™
(Deladino et al. 2007) y jugo de maracuya ~700 kg.m™ (Astolfi et al. 2005). Seglin Peleg
(1983) la mayoria de los polvos alimenticios estan en el rango de 300 a 800 kg.m™. El
analisis de varianza (ANOVA) reveld que existe diferencia significativa (p<0.05) para
los factores pH (p=0.0146), cantidad de zumo adicionado (p=0.0132), el factor
cuadratico pH (p=0.0041), y las interacciones pH-sélidos solubles del zumo (p=0.0003)

y cantidad de zumo adicionado- sélidos solubles del zumo (p=0.0001) (ver anexo K). En
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la figura 9 se evidencia que a niveles bajos de solidos solubles del zumo (50°Brix) y
porcentaje de zumo adicionado (10%), se presentan los valores mas altos de densidad
aparente (680 Kgm™). Esto probablemente se deba a que al haber menos presencia de
solidos a encapsular la sacarosa cristalice mejor, siendo mas compacta y formando caras

mas planas, obteniendo asi un producto menos poroso (Astolfi 2003).

La interaccion de los factores zumo adicionado- solidos solubles del zumo concentrado
de naranja agria se puede apreciar en la figura 9. A cantidades bajas de zumo adicionado
(10%) un aumento de los solidos solubles produce una disminucion de la densidad del
10.4%; mientras que cuando el zumo de naranja agria adicionado es del 20% un
aumento en los solidos solubles causa un aumento del 12.2% en la densidad de los

cocristales de zumo de naranja agria.
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Figura 9. Gréfico de superficie de respuesta de la variable densidad aparente en funcién

de solidos solubles (°Brix) y zumo adicionado (%).
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En la figura 10 se evidencia la interaccion pH — so6lidos solubles con respecto a la
densidad aparente de los cocristales de naranja agria. En la medida que los solidos
solubles pasan de 50 a 60°Brix a niveles bajos de pH (3.8) la densidad aparente se

reduce un 9.8%, no proporcional a lo proyecto a niveles altos de pH (4.5) en el cual la

densidad aparente aumenta un 10.4%.
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Figura 10. Gréfico de superficie de respuesta de la variable densidad aparente en

funcidn de solidos solubles (°Brix) y pH.

4.2.3. Angulo de reposo

Los cocristales de naranja agria presentaron valores de 4ngulo de reposo de 34 - 45°, la
gran mayorifa fueron inferiores a 45°, lo cual indica que presentan propiedades de flujo
libre sin problemas de cohesion (Bhandari et al. 1998). Segiin Chén (1988) el azUcar

refinado comercial presenta un angulo de reposo de 30 a 37°, los cuales al comparar con
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los de los cocristales de naranja agria presentan valores semejantes, sefialando que esté
parametro se encuentra altamente influenciado por las caracteristicas de flujo del
material encapsulante. Por otra parte, estos resultados concuerdan con los valores
reportados de 38.5 - 39.5° para cocristales de miel de abeja (Bhandari et al. 1998), 29.9 +
1.1° para cocristales de jugo de maracuya (Montes et al. 2006), y 40.4 - 43.2° para
cocristales del extracto de yerba mate (LOpez et al. 2014). El angulo de reposo mostro
diferencia significativa (p<0.05) para los efectos cuadraticos solidos solubles del zumo
(p=0.029), porcentaje de zumo adicionado (p=0.0085), y la interaccién sélidos solubles

del zumo-porcentaje de zumo adicionado (p=0.0246) (ver anexo L).

En la figura 11 se observa gque a concentraciones bajas de sélidos solubles (50°Brix) el
angulo de reposo se reduce un 9.3%, cuando la concentracion del zumo adicionado pasa
de 10-20%, mientras a concentraciones altas de zumo de naranja agria (60°Brix) muestra
un aumento de esta propiedad en aproximadamente un 10%. Este comportamiento del
angulo de reposo probablemente se encuentre relacionado con la humedad de los
cocristales, la cual mostré la misma tendencia para la interaccion zumo adicionado-
solidos solubles. Esto se puede sustentar bajo el hecho de que a mayor humedad
probablemente exista un ensanchamiento en el area proyectada los cocritales, lo cual
intensifica la friccion interna y a su vez el angulo de reposo (Dursun y Dursun 2005).
Por otra parte en la figura 12 se muestra el efecto cuadratico del zumo adicionado, en el
cual se presenta un minimo de angulo de reposo cuando la cantidad de zumo adicionado

se encuentra en aproximadamente un 15%.
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Figura 11. Gréfico de superficie de respuesta del angulo de reposo en funcion de los

solidos solubles (°Brix) y zumo adicionado (%).

Figura 12. Gréfico de superficie de respuesta del angulo de reposo en funcion del pH 'y
zumo adicionado (%).
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4.2.4. Tiempo de solubilizacion

El tiempo de solubilizacion de los cocristales de zumo de naranja agria se encuentra en
el rango de 68 a 88 s. Estos valores concuerdan con los reportados para extracto de yerba
mate 79 a 105 s (Deladino et al. 2007). Sin embargo son superiores a los de otros
productos cocristalizados, tales como: jugo de maracuyd, 40 a 60 s (Astolfi et al. 2005;
Montes et al. 2006), aceite de cascara de naranja 45 s (Beristain et al. 1994) y extracto
de flor de Jamaica de 28.3 - 35 s (Ldpez et al. 2014). Estos resultados pueden atribuirse

a que el material encapsulante presenta altos valores de solubilidad.

El ANOVA revel6 diferencia significativa a nivel de confianza del 95% para el efecto
cuadréatico porcentaje de zumo adicionado (p=0.0145), las interacciones pH-porcentaje
de zumo adicionado (p=0.0438) y solidos solubles del zumo-porcentaje de zumo
adicionado (p=0.0065) (ver anexo M). En la figura 13 se observa que a concentraciones
bajas de soélidos solubles (50°Brix) el tiempo de solubilizacién se reduce un 17%,
cuando la concentracion del zumo adicionado pasa de 10-20%, mientras a
concentraciones altas de zumo de naranja agria (60°Brix) muestra un aumento de esta
propiedad en aproximadamente un 20%. Los valores altos del tiempo de solubilizacién
probablemente se deban a la posible encapsulacion &cido citrico la cual posee baja
solubilidad en agua (133 g/100 ml), aumentando este parametro en la medida que

aumentan los niveles de porcentajes de zumo adicionado y solidos solubles.
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Figura 13. Grafico de superficie de respuesta de la variable solubilidad en funcion de

zumo adicionado (%) y solidos solubles (°Brix).

En la figura 14 se manifiesta a 10% de zumo adicionado la predisposicién de la
solubilidad a aumentar (13.7%) cuando los niveles del pH pasan de 3.8 a 4.5; en tanto
que a 20% de zumo adicionado la solubilidad disminuye (12.1%) cuando los niveles del
pH van de 3.8 a 4.5. En general los valores de tiempo de solubilizacién de los cocristales
se encuentran dentro de un rango adecuado para productos granulares, lo cual se puede
atribuir al hecho de que estos son sistemas de aglomerados porosos, en los cuales las
soluciones acuosas pueden penetrar y liberar el compuesto activo para su disolucion

(Cheén et al. 1988).
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Figura 14. Gréfico de superficie de respuesta de la variable solubilidad en funcion de

zumo adicionado (%) y pH.

4.2.5. Humedad

La humedad de los cocristales se encuentra en el rango 19.7 a 45.7 gKg™. Esta tendencia
concuerda con los datos reportados para cocristales de extracto de flor de jamaica 33.4 a
56.7 gKg™ (Beristain et al. 1994) y jugo de maracuya 32.1 a 53.1 gKg™ (Montes et al.
2006). Esto probablemente se deba a que a niveles altos de pH existe mayor
concentracion de Hidroxido de Calcio en el zumo (0.8%, 1.2% y 1.6% para pH 3.8, 4.15
y 4.5 respectivamente) lo cual provoca el aumento de los sélidos totales. La humedad
presentd diferencia significativa (p<0.05) para los factores pH (p=0.001), solidos
solubles del zumo (p=0.0042), el factor cuadratico solidos solubles del zumo (p=0.001),

y la interaccion solidos solubles del zumo-porcentaje de zumo adicionado (p=0.001) (ver
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anexo N). En la figura 15 se observa una reduccion en los valores de humedad (48.5%) a

medida que el pH aumenta (3.7 a 4.5).

Figura 15. Grafico de superficie de respuesta de la variable humedad en funcion de

solidos solubles (°Brix) y pH.

En la figura 16 se observa la interaccion que existe entre los factores solidos solubles -
zumo adicionado. A concentraciones bajas de sélidos solubles (50°Brix) la humedad se
reduce (22.6%), cuando el porcentaje de zumo adicionado pasa de 10-20%, lo cual
puede estar relacionado con que a bajos contenidos de solidos solubles se favorece la
interaccion molecular de los puentes hidrogeno y de paso la retencion de humedad. Sin
embargo, a concentraciones altas de sélidos solubles (60°Brix) la humedad aumenta

(25%) en la medida que el porcentaje de zumo adicionado aumenta.
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Figura 16. Grafico de superficie de respuesta de la variable humedad en funcion de

solidos solubles (°Brix) y zumo adicionado (%).

4.2.6. Actividad del agua.

Los valores de actividad de agua (a,) estuvieron comprendidos entre 0.508 y 0.798,
semejantes a los reportados para pulpa de mora cocristalizada, 0.50 a 0.74 (De Souza
2012), pero superiores para sacarosa (0.463) y extracto de yerba mate cocristalizado,
0.460 (Deladino et al. 2007), lo cual se debe a los altos contenidos de humedad que
presentaron los cocristales de zumo de naranja agria. Estos valores de a,, son superiores
a 0.47, lo que probablemente le ocasionara problemas de apelmazamiento y de seguridad
microbioldgica (Deladino et al., 2007). El andlisis de varianza exhibi6 diferencia
significativa (p<0.05) para el factor porcentaje de zumo adicionado (p=0.0012), el factor

cuadratico sélidos solubles del zumo (p=0.0007), y la interaccion pH-porcentaje de
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zumo adicionado (p=0.0253) (ver anexo O). En la figura 17 se observa la tendencia de la
actividad de agua a disminuir (~14%) a medida que la proporcion de zumo adicionado
aumenta. Es de tener en cuenta que al someter el jarabe de sacarosa a altas temperaturas
y tiempos prolongados, la sacarosa tiende a invertirse en dextrosa y fructosa, las cuales
promueven una mayor higroscopicidad en los cocristales debido a su posible
encapsulacion. Esta velocidad de inversion probablemente se vea reducida debido a que
al momento de mezclar del jarabe de sacarosa con el zumo concentrado, se sobresature

el sistema por las altas concentraciones de azucares (Mendes et al. 2003).
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Figura 17. Gréfico de superficie de respuesta de la variable actividad de agua en funcion
de s6lidos solubles (°Brix) y zumo adicionado (%).

En la figura 18 se puede apreciar la interaccién que existe entre los factores zumo

adicionado- pH. A porcentajes bajos de zumo adicionado (10%) un aumento en el pH
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ocasiona un aumento de la a,, de un 13.5%, mientras que cuando se adiciona un 20% de

zumo de naranja el aumento del pH causa una disminucion del 13.7% en la ay,.

Figura 18. Gréfico de superficie de respuesta de la variable actividad de agua en funcién

de zumo adicionado (%) y pH.

4.2.7. Color.

La luminosidad (parametro L*) mostré diferencia significativa (p<0.05) con respecto al
factor pH (p=0.0006) y el factor cuadratico porcentaje de zumo adicionado (p=0.0405)
(ver anexo P). En la figura 19 se evidencia que a medida que el pH aumenta de 3.8 a 4.5
la luminosidad de los cocristales de zumo de naranja agria aumenta, siendo éste cambio
del 23%. Esto probablemente se deba a la encapsulacion del hidréxido de calcio
(compuesto de color blanco) con el cual se ajusté el pH, siendo mayor su proporcion en

los cocristales en la medida que aumentan los niveles de pH. Cabe destacar que valores
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que los valores de L* cercanos a cero indican un color negro y a 100 indican una
luminosidad blanca. De acuerdo a Jacho y Vasquez (2011) la adicion de Hidroxido de
Calcio en el jugo de sabila y naranja tiene una relacion directa sobre la luminosidad del
jugo. Lépez et al. (2014) reportaron que en cocristales del extracto de yerba mate se
presenta una tendencia cuadratica de la luminosidad (L*) en funcion del porcentaje de
extracto adicionado 3, 5 y 10%, siendo estos valores de 55.3, 64.4 y 55.9,

respectivamente.

Figura 19. Gréfico de superficie de respuesta de la variable luminosidad (L*) en funcion

del zumo adicionado (%) y pH.

La cromaticidad verde (-) roja (+) se vio influenciada significativamente (p<0.05) con
los factores: pH (p=0.0001) y porcentaje de zumo adicionado (p=0.0303), los factores

cuadraticos pH (p=0.0037), y solidos solubles del zumo (p=0.0093), y la interaccion
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solidos solubles del zumo- porcentaje de zumo adicionado (p=0.0027) (ver anexo Q). En
la figura 20 se observa que a medida que el pH aumenta el parametro a* disminuye,
siendo ésta reduccion del 77.9%. Esto probablemente se deba que a pH mas &cidos la
presencia acido ascorbico posee mayor una disponibilidad para reaccionar con los
componentes responsables del color dando como resultado un desplazamiento inicial de

a* hacia el interior del &rea de los grises (Martinez et al. 2011).

Figura 20. Graficos de superficie de respuesta del parametro de color a* en funcion de

zumo adicionado (%) y pH.

El efecto de la interaccion concentracion del zumo-porcentaje de zumo adicionado, se
puede apreciar en la figura 21.Cuando los sélidos solubles del zumo concentrado es de

50°Brix, el parametro a* disminuye aproximadamente un 72% con el aumento del zumo
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de naranja agria adicionado (10 a 20%); mientras que a 60°Brix el parametro a* aumenta
aproximadamente un 114% con el mismo aumento del zumo adicionado. Manayay et al.
(2013) observaron una disminucion permanente del color y el croma con respecto a las

variables temperatura y tiempo en la pulpa de mango (16 y 28°Brix).
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Figura 21. Gréficos de superficie de respuesta del parametro de color a* en funcion de

zumo adicionado (%) y solidos solubles (°Brix).

La cromaticidad amarilla (+) azul (-) presentd diferencia significativa (p<0.05) con
respecto al factor pH (p=0.0384), el factor cuadratico sélidos solubles del zumo
(p=0.0158), y la interaccion pH-porcentaje de zumo adicionado (p=0.0053) (ver anexo
R). En las figuras 22 y 23 se observa la tendencia de b* hacia un espectro menos

amarillo cuando los valores del pH aumentan. Esto probablemente se deba a la relacién
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obtenida entra la humedad y el pH de los cocristales del zumo de naranja; ya que Sian et
al. (1991) en sus estudios sobre la estabilidad de los carotenoides durante el escaldado y
secado de papaya Yy pifia remojadas en solucién de glicerol al 0.15 y 20%, encontraron
que las muestras remojadas a altas concentraciones de glicerol presentaban mayores
valores de humedad después del secado, lo cual les brindaba una mayor estabilidad a los

carotenoides con respecto a los procesos térmicos.

Figura 22. Grafico de superficie de respuesta del parametro de color b* en funcién de

solidos solubles (°Brix) y pH.
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Figura 23. Gréfico de superficie de respuesta del pardmetro de color b* en funcion de

zumo adicionado (%) y pH.

4.2.8. Vitamina C.

El contenido de vitamina C mostrd diferencia significativa (p<0.05) con respecto al
factor lineal (p=0.0002) y cuadratico (p=0.0028) del porcentaje de zumo adicionado y la
interaccion pH - zumo adicionado (p=0.0466) (ver anexo S). Los cocristales lograron
retener vitamina C entre un 3.94 y 5.25 mg/100 g (base seca), lo cual concuerda con los
datos reportados para jumo de limon cocristalizado de 4.97 - 6.52 mg/100 g en base seca
(Astolfi 2003) y jugo de maracuya cocristalizado de 5.39 mg/100 g en base seca (Montes
et al. 2006). Sin embargo, se presentd una alta pérdida de vitamina C (90.64%) durante
el proceso de cocristalizacion con respecto al zumo fresco. Esta reduccion puede estar

asociada al momento que la sacarosa se incorpora en la matriz, lo cual causa un efecto

59



de dilucién de la vitamina C. A esto se le suma el efecto combinado de la agitacion, la
temperatura (45C) y la exposicion a la luz durante su procesamiento para su

concentracion.

En la figura 24, se observa la tendencia de aumento del contenido de vitamina C
(24.25%) en la medida que los niveles del factor zumo adicionado pasa de 10-20%. Este
incremento puede estar asociado con el aumento de la concentracion de vitamina C
sobre la materia seca, por efecto de la adicion del jugo teniendo en cuenta las
proporciones propuestas. De igual forma la cantidad de zumo concentrado afiadido
probablemente minimizé el impacto combinado de la agitacion y la temperatura, en la
degradacion de la vitamina C durante el proceso de concentracion, cocristalizacion y
secado (Astolfi 2003). Cabe destacar que existe un maximo en el punto 19.4% de zumo
adicionado (cerca del 20%), en la cual en el contenido de vitamina C es de 6.12 mg/100g

(base seca).

Por otra parte, se pudo observar que los solidos solubles no influyeron sobre el
contenido de vitamina C. Esto puede estar relacionado con el proceso de concentracion
del jugo, ya que éste se daba a temperatura constante de 45°C durante periodos de 3-4
horas donde probablemente existia perdida de vitamina C. Castillo y Miranda (1995)
evaluaron la cinética de degradacion de la vitamina C en jugo de maracuya, observando

una disminucion del 55% al ser sometido a temperatura de 40°C durante 250 min.
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Figura 24. Grafico de superficie de respuesta del contenido de vitamina C en funcion

del pH y zumo adicionado (%).
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5. CONCLUSIONES

La cocristalizacion del zumo de naranja agria constituye una alternativa prometedora
como fuente importante de ingredientes activos, como contenido de vitamina C. Los
cocristales de zumo de naranja agria mostraron caracteristicas deseables para un
producto en polvo tales como: alta solubilidad, buena fluidez y color. Sin embargo,

presentan alta humedad y actividad de agua.

La cantidad de zumo de naranja agria adicionada debe ser lo mas alta posible para
garantizar que los cocristales del producto tengan altas concentraciones Vitamina C y
bajos contenido de humedad, actividad de agua y tiempo de solubilidad (a bajos sélidos

solubles). Sin embargo, esto ocasiona altos tiempos de cocristalizacion.

El pH del zumo de naranja agria concentrado debe estar en los niveles altos (4.5) para
que los cocristales tengan bajos contenidos de humedad y altas concentraciones de

Vitamina C, sin embargo a estos pH se obtienen altos tiempos de cocristalizacion.
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Finalmente, el contenido de solidos solubles no afecta el contenido de Vitamina C de los
cocristales de zumo de naranja agria, pero este parametro se debe mantener en los
niveles bajos que garantice un producto con bajos contenidos de humedad, tiempo de

solubilidad y de cocristalizacion.
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6. RECOMENDACIONES

v" Realizar al producto final un andlisis de microscopia Optica de luz polarizada, ya que

permitiria determinar los tratamientos que tienen una encapsulacion mas eficiente.

v" Evaluar la cinética de degradacion del contenido de vitamina C en el producto final
para determinar su degradacion bajo almacenamiento, y analizar sensorialmente los

cocristales de zumo de naranja agria.

v" Evaluar el proceso de agitacion, para determinar cémo la velocidad y el tiempo sobre

la eficiencia de la cocristalizacion.
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8. ANEXOS

Anexo A. Estado de maduracién de las naranjas a menos de 700 metros sobre el
nivel del mar.

(0] 1 2 3 4 5

Anexo B. Montaje para la obtencion el jarabe sobresaturado de sacarosa

3

73




Anexo C. Montaje para la cocristalizacion del zumo de naranja agria concentrado
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Anexo D. Separacion del material particulado
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Anexo E. Muestras cocristalizadas secadas al vacio.

Anexo F. Cribado de las muestras molturadas
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Anexo G. Montaje para la determinacion del &ngulo de reposo
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Anexo H. Determinacién de la solubilidad
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Anexo J. Efectos estimados paratiempo de cocristalizacion.

~'Response Tiempo

r Whole Model
v Parameter Estimates
Term Estimate Std Error t Ratio Prob=Itl
Intercept 1833.6667 33.05056 55.48 <.0001*
pH(3.8,4.5) 153.875 20.23925 7.80 <.0001*
Solidos Solubles, °Brix(50,60) 328.4375 20.23925 16.23 <.0001*
Zumo adicionado, %(10,20)} 580.8125 20.23925 29.19 <.0001*
pH*Séblidos Solubles, “Brix § 2B.62262 0.17 0.8B6831
pH*Zumo adicionado, % 355 P2B.622682 1.24 0.2292
Solidos Solubles, "Brix*Zumo adicionado, % -13.875 2B8.62262 -0.48 0.8331
pH*pH -107.1458 28.79137 -3.60 0.0018*
Solidos Solubles, °Brix*Salidos Solubles, ®Brix -40.02083 29.79137 -1.34  0.1942
Zumo adicionado, %*Zumo adicionado, % 16.729167 29.79137 0.56 0.5807

Anexo K. Efectos estimados paradensidad aparente.

~ Response Densidad, kg/m

r Whole Model
v Parameter Estimates
Term Estimate 5Std Error t Ratio Probxtl
Intercept g15.11686Y 7.911911 7775 <.0001*
pH(3.B,4.5) 12,95 4.845036 2.67 0.0148*
Sélidos Solubles, ®Brix(50,60) -4.81875 4.845036 -0.98 0.3318
Zumo adicionado, %(10,20) -13.18125 4.845036 272  0.0132*
pH*Sélidos Solubles, “Brix 30.025 B.851916 438 0.0003*
pH*Zumo adicionado, % -10.075 B.851918 -1.47 0.1570
Sdlidos Solubles, *Brix*Zumo adicionado, % 34,5125 B.851916 5.04 <.0001*
pH*pH -23.12708 71317 1.24 0.0041*
Sélidos Solubles, "Brix*Salidos Solubles, ®Brix -13.36458 71317 -1.87 0.0758
Zumo adicionado, %*Zumo adicionado, % B.6104187 7.1317 0.93 0.3850
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Anexo L. Efectos estimados paradngulo de reposo.

~ Response Angulo, °

" Whole Model
v Parameter Estimates
Term Estimate Std Error t Ratio Prob=ltl
Intercept J7.48 0.B76723 4275 <.0001*
pH(3.8,4.5) 0.9675 0.536881 -1.80  0.08B66
Sélidos Solubles, ®Brix(50,60) 0.86187Y5 0.536881 1.61 0.1241
Zumo adicionado, %(10,20) 0.058375 0.536881 0.1 0.9130
pH*Sdlidos Solubles, *Brix -0.5875 0.750264  -0.v9 0.4405
pH*Zumo adicionado, % 0.2675 0.750264 0.35 0.7283
Solidos Solubles, *Brix*Zumo adicionado, % 1.84625 0.759284 2.43 0.0248*
pH*pH 0.968375 0.780268 1.23 0.2342
Solidos Solubles, *Brix*Solidos Solubles, ®Brix -1.858375 0.790268 -2.35  0.0290
Zumo adicionado, %*Zumo adicionado, % 2.305625 0.790268 2.92 0.0085*

Anexo M. Efectos estimados para solubilidad.

' Response Solubilidad, s

* Whole Model
v Parameter Estimates
Term Estimate Std Error t Ratio Prob=Itl
Intercept 69.5 2.615658 268.57 <.0001*
pH(ﬂ.E,d. 5} 1.375 1.601757 0.86 0.4008
Sélidos Solubles, “Brix(50,60) 1.625 1.801757 1.1 0.3225
Zumo adicionado, %:(10,20) 0.125 1.801757 0.08 0.9386
pH*'Sélidos Solubles, “Brix 1.875 2.2652286 0.83 0.4178
pH*Zumo adicionado, % -4.875 2.265226 -2.15 0.0438*
Solidos Solubles, ®Brix*Zumo adicionado, % B.B75 2.265226 3.04 0.0085*
pH*'pH 3.5625 2.357722 1.51 0.1464
Sélidos Solubles, ®°Brix*Sdlidos Solubles, ®Brix 1.3125 2357722 0.58 0.5839
Zumo adicionado, %*Zumo adicionado, % B.3125 2357722 2.68 0.0145*
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Anexo N. Efectos estimados parahumedad.

~/Response Humedad, %

" Whole Model

v Parameter Estimates

Term

Intercept

pH(3.8,4.5)

Sélidos Solubles, “Brix(50,60)

Zumo adicicnado, %(10,20)

pH'Sélidos Solubles, “Brix

pH*Zumo adicionado, %

Sdlidos Solubles, ®Brix*Zumo adicionado, %
pH*pH

Sdlidos Solubles, °Brix*Sdlidos Solubles, “Brix
Zumo adicionado, %*Zumo adicionado, %

~ Response Aw

r Whole Model

v Parameter Estimates

Term

Intercept

pH(3.8,4.5)

Sdlidos Solubles, “Brix{50,60)

Zume adicionado, %(10,20)

pH*Sdlidos Solubles, “Brix

pH*Zumo adicionado, %

Sélidos Solubles, °Brix*Zume adicionado, %6
pH*pH

Sdlidos Solubles, °Brix*Solidos Solubles, ®Brix
Zume adicionado, %*Zume adicionado, %
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Estimate
2.8817
-0.922863
0.1951438
0.0842687
0.0682625
0.0384875
0.4512
-0.0097
0.B56B625
0.0B87375

Anexo O. Efectos estimado paraactividad de agua.

Estimate
0.6703333
0.011
-0.012375
-0.050125
0.037
-0.0455
0.00875
0.0038583
-0.07B82382
-0.037542

Std Error
0.099267
0.060788
0.060788
0.060788
0.085967
0.085967
0.085967
0.089478
0.089478
0.089478

Std Error
0.021726
0.013304
0.013304
0.013304
0.018815
0.018815
0.018815
0.019583
0.019583
0.019583

t Ratio
28.03
-15.18
3.23
1.55
0.68
0.45
5.25
-0.11
9.58
1.00

t Ratio
30.85
0.83
-0.83
-3.77
1.87
-2.42
0.47
0.20
-4.00
-1.82

Prob=|t|
<. 0001*
<. 0001*
0.0042*
0.1366
0.5067
0.6592
<. 0001*
0.9148
<.0001*
0.3279

Prob=|tl
<.0001*
0.4181
0.3634
0.0012*
0.0633
0.0253"
0.6469
0.8419
0.0007*
0.0696



Anexo P. Efectos estimados para luminosidad (L*)

~'Response L
* Whole Model
v Parameter Estimates

Term Estimate 5td Error t Ratio Prob=(tl
Intercept A5.713333 2.236089 38.33 <.0001*
pH(3.8,4.5) 5.615625 1.369325 410 0.0008"
Sdlidos Solubles, "Brix(50,60) 0.141875 1.369325 0.10 0.9185
Zumo adicionado, %:(10,20) 0.02375 1.389325 0.02 0.9863
pH*'Sélidos Solubles, “Brix 0.2075 1.936519 011 0.9157
pH*'Zumo adicionado, % -0.61125 1.936519 0.32 0.7555
Sélidos Solubles, *Brix*Zumo adicionado, % -2.61375 1.938519 -1.35 0.1922
pH*‘pH -3.428167 2.015582 -1.70 01044
Sélidos Selubles, *Brix*Sdlidos Solubles, “Brix -3.266667 2.015502 -1.62 0.1207
Zumo adicionado, %*Zumo adicionado, 9 -4, 415417 2.015502 -2.19  0.0405*

Anexo Q. Efectos estimados para color a*

' Response a

* Whole Model
v Parameter Estimates
Term Estimate Std Error t Ratio Prob=ltl
Intercept 1.8566667 0.44866 4,14  0.0005*
pH(3.8,4.5) -2.035 0.274747 741 =.0001"
Sélidos Solubles, ®Brix(50,60) 0.640625 0.274747 233 0.0803*
Zumo adicionado, %(10,20) 0.383125 0.274747 139 0.1785
pH*Soblidos Solubles, “Brix -0.7275  0.388551 -1.87 0.07589
pH*'Zumo adicionado, % 0.3825 0.388551 0.98 0.3387
Solidos Solubles, "Brix*Zumo adicionado, % 1.32875 0.388551 3.42 0.0027*
pH*pH 1.3287917 0.404417 3.29 0.0037
Solidos Solubles, °Brix*Saolidos Solubles, ®Brix  1.1835417  0.404417 2.88 0.0093*
Zumo adicionado, %*Zumo adicionado, % 0.7685417 0.404417 1.0 0.0719
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Anexo R. Efectos estimados para color b*

~ Response b
r Whole Model
» Analysis of Variance
» Lack Of Fit
v Parameter Estimates
Term Estimate Std Error t Ratioc Prob=(tl
Intercept 19.168333 2.224066 .62 <.0001"
pH(3.8,4.5) -3.01875 1.361957 -2.22 0.0384"
Sélidos Solubles, "Brix(50,60) 0.754375 1.361957 0.5 (.5858
Zumo adicionado, %(10,20) -1.300625 1.361957 0.85 03510
pH'Sdlidos Solubles, “Brix -1.185 1.928008 -0.B0 0.5521
pH*'Zumo adicionado, % B.02 1.926008 3.13 0.0053
Sdlidos Solubles, *Brix*Zumo adicionado, % 3.83125 1.928008 1.99 0.0805
pH*pH 1.2338583 2.004746 0.62 0.5452
Sdlidos Solubles, ®Brix*Solidos Solubles, ®Brix 5.2852083  2.0047486 2.64 0.0158"
Zumo adicionado, %*Zumo adicionado, % 0.4902083 2.004748 0.24 0.8093

Anexo S. Efectos estimados para el contenido de vitamina C.

~ ' Response Vit. C

* Whole Model
v Parameter Estimates
Term Estimate 5Std Error t Ratio Prob=Itl
Intercept 5.6168333 0.306325 18.34 <.0001*
pH(3.8,4.5) 0.118968B8 0O.187587 0.63 0.5331
Solidos Solubles, ®Brix(50,60) -0.081368 0.187587 0.49 0.8315
Zumo adicionado, %(10,20) 0.880725 0.187587 4.75 0.0001*
pH*Sdlidos Solubles, “Brix -0.261363 0.265288  -0.89 0.3383
pH*Zumo adicionado, % 0.562725 0.285288 212 0.0488"*
Sélidos Solubles, "Brix*Zumo adicionado, % -0.0306 0.265288 0.12  0.9093
pH*pH -0.380148 0.276121 -1.38 0.1838
Sdlidos Solubles, *Brix*Sdlidos Solubles, ®Brix 0.204873 0.276121 0.74 0.4887
Zumo adicionado, %*Zumo adicionado, % -0.897535 0.278121 -3.25  0.0040
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