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Resumen

Las aguas mieles son aguas residuales provenientes del beneficiado en humedo del café;
especificamente generadas durante el desmucilaginado. Este efluente tiene un alto contenido de
materia organica que provoca problemas ambientales; ademéas de poseer compuestos organicos
que pueden ser recuperados. En CoopeTarrazu R.L se generan en cada temporada de cosecha cerca
de 19 millones de litros de aguas mieles. Estas son tratadas segun la legislacion ambiental existente
en Costa Rica, pero este tratamiento no sigue un proceso de economia circula. La empresa en la

actualidad no cuenta con un procedimiento para la recuperacion de este material.

Como alternativa para su aprovechamiento, en este trabajo se realizo la extraccion de las sustancias
pécticas contenidas en el mucilago presente en las aguas mieles. Ademas, se realizaron tres tomas
de muestras a lo largo de la época de cosecha 2022-2023; los cuales fueron: inicio de cosecha (IC),
pico de cosecha (PC) y final de cosecha (FC). Primeramente, se caracteriz6 este material por medio
de un andlisis fisicoquimico, tomando en cuenta la medicion de pH, °Brix y densidad. Luego se
realizd la extraccion de pectinas por medio de una hidrélisis &cida catalizada por acido citrico. Por
altimo, se comprobé la funcionalidad de la pectina extraida por medio de una prueba de
funcionalidad aplicada en un producto alimenticio, con el fin de medir la viscosidad que aporta.

La mayor densidad se report6 en pico de cosecha (PC) (1,0306 + 0,0634) g/mL; sin embargo, no
se encontraron diferencias significativas en la densidad del mucilago obtenido a lo largo de la
época de cosecha. Por otro lado, el comportamiento de los °Brix fue: IC (4,8 + 0,3), PC (5,4 £ 0,2)
y FC (5,0 £ 0,1); asimismo, no se encontraron diferencias significativas entre el contenido de
solidos solubles de IC y FC. El pH si presentd diferencias significativas en los tiempos de cosecha,
siendo el mayor FC con (4,80 £ 0,01). Con respecto al andlisis microbioldgico, para todas las
muestras se encontrd la presencia de microorganismos, sobre todo de hongos filamentosos,

levaduras y bacterias patogenas.

Al realizar la extraccion de pectinas, el mayor rendimiento de extraccion se logré con la muestra
recolectada durante el IC con 5,2781 g de pectina/1L de agua miel. Por lo cual se determind que
es posible recuperar las sustancias pécticas contenidas en el mucilago presente en las aguas mieles.

Ademas, presentd propiedades gelificantes, otorgando viscosidad al aplicarla en un producto



alimenticio; sin embargo, gener6 menor viscosidad en comparacion a la pectina comercial. Por
ello, se recomienda seguir investigando esta opcion para la valorizacion de las aguas mieles,

principalmente en métodos para la extraccion de pectinas y la formulacion del producto final.

Palabras clave: mucilago de café, recuperacion de residuos, beneficiado en himedo, pectina,

hidrolisis &cida, analisis fisicoquimico, analisis microbiologico, biopolimero y viscosidad.



Abstract

Coffee wastewater comes from its wet processing; specifically generated during demucilagination.
This effluent has a high content of organic matter that causes environmental problems; in addition
to having organic compounds that can be recovered. In CoopeTarrazu R.L, about 19 million liters
of wastewater are generated each harvest season. These are treated according to existing
environmental legislation in Costa Rica, but this treatment does not follow a circular economy

process. The company currently does not have a procedure for the recovery of this material.

As an alternative for its use, in this work the extraction of the pectic substances contained in the
mucilage present in the wastewater was carried out. In addition, three samples were collected
throughout the 2022-2023 harvest season; which were: beginning of harvest (IC), peak of harvest
(PC) and end of harvest (FC). Firstly, this material was characterized by a physicochemical
analysis, considering the measurement of pH, °Brix and density. Then the pectin extraction was
carried out with an acid hydrolysis catalyzed by citric acid. Finally, the functionality of the
extracted pectin was verified by a functionality test applied to a food product, to measure the

viscosity it provides.

The highest density was reported at harvest peak (PC) (1.0306 + 0.0634) g/mL; however, no
significant differences were found in the density of the mucilage obtained throughout the harvest
season. On the other hand, the behavior of the °Brix was: IC (4.8 + 0.3), PC (5.4 £ 0.2) and FC
(5.0 £ 0.1); Likewise, no significant differences were found between the soluble solids content of
IC and FC. The pH did present significant differences in harvest times, being the highest FC with
(4.80 £ 0.01). Regarding the microbiological analysis, for all the samples the presence of

microorganisms was found, especially filamentous fungi, yeasts, and pathogenic bacteria.

When performing the pectin extraction, the highest extraction yield was achieved with the sample
collected during the IC with 5.2781 g of pectin/1L of wastewater. Therefore, it was determined
that it is possible to recover the pectic substances contained in the mucilage available in the coffee
wastewaters. In addition, it presented gelling properties, giving viscosity when applied to a food

product; however, it generated lower viscosity compared to commercial pectin. For this reason, it



is recommended to continue investigating this option for the recovery of biocompounds from

wastewater, mainly methods for the extraction of pectin and the formulation of the final product.

Keywords: coffee mucilage, waste recovery, wet milling, pectin, acid hydrolysis, physicochemical

analysis, microbiological analysis, biopolymer, and viscosity.
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Capitulo I. Introduccion

El café es un cultivo lefioso C3 (DaMatta, Avila, Cardoso, Martins, & Ramalho, 2018) de origen
africano, introducido en Costa Rica entre 1796 y 1798 (Alfaro, 2015). Es uno de los cultivos que
posee mayor aporte econdmico en paises subdesarrollados. EI 99% de la produccion mundial se
centra en especies del género Coffea conocidas como café Arabica y café Robusta, produciendo
aproximadamente US$ 173.000 millones en términos de su cadena de valor/abastecimiento
(DaMatta, Avila, Cardoso, Martins, & Ramalho, 2018). Su consumo realmente ha tenido poco
tiempo en la historia de la humanidad. Su inicio data en el siglo 17, siendo en la actualidad una de
las bebidas méas consumidas en el mundo. Anudado a ello, aporta un movimiento econémico

relevante a cientos de economias en todos los continentes (Yeretzian, 2017).

El cultivo de café tiene un alto impacto socioecondmico en los paises latinoamericanos (Carvalho,
Carvalho, & Souza, 2019) y Costa Rica no es la excepcién, incluyendo actores a lo largo de su

agrocadena, desde productores hasta torrefactores y comerciantes.

Al igual que en todas las actividades agropecuarias, el procesamiento del café genera subproductos
que ocasionan un impacto negativo al ambiente si no son tratados correctamente. Asimismo, el
aprovechamiento de estos materiales se enmarca en el concepto de economia circular. En este
contexto, CoopeTarrazu realiza constantes esfuerzos para la recuperacion y aprovechamiento de
los subproductos que genera a lo largo de su cadena productiva, en el procesamiento del café. Uno
de los subproductos es el mucilago, el cual cominmente pasa a formar parte de las aguas mieles.
Por tanto, este proyecto pretende apoyar las iniciativas de CoopeTarrazi sobre la busqueda de
alternativas de aprovechamiento. En este caso, mediante la extraccidon de pectinas, a partir del

mucilago desprendido durante el beneficiado en himedo.

1.1 El problemay su importancia

CoopeTarrazl R.L es una cooperativa que procesa café como una de sus principales actividades.
Dentro de su proceso de beneficiado en himedo se encuentra una etapa unitaria llamada
desmucilaginado, la cual tiene como objetivo remover el mucilago presente en el fruto de café. En

este caso, el proceso se realiza mecanicamente con la ayuda de una desmucilaginadora, la cual
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remueve esta capa gelatinosa por medio de un golpeteo constante del fruto despulpado contra sus
paredes internas. Durante dicho proceso un flujo continuo de agua permite precisamente lavar las
semillas; lo que genera dos salidas importantes: los granos de café desmucilaginado y aguas
residuales que contienen parte de la materia organica lavada, estas Ultimas también se les conoce
como aguas mieles. La evidencia de su alto contenido de materia organica se refleja en mediciones
de DQO y DBO en donde presentan 9270-14800 mg/ml y 472-551 mg/L respectivamente (Rattan,
Parande, Nagaraju, & Ghiwari, 2015).

Segun la empresa, en cada cosecha se generan alrededor de 19 millones de litros de aguas mieles.
Actualmente este subproducto es tratado segun el decreto DGS-801-09 del Ministerio de Salud
Publica de Costa Rica. Dicha normativa exige el tratamiento de las aguas residuales del
beneficiado en humedo, mediante la aspersion de estas en campos de pasto estrella (Cynodon
nlemfuensis) que poseen caracteristicas topograficas especificas. Ademas, indica una
minimizacion obligatoria en el uso del agua. Esta debe ser menor a 1 m3 por fanega cuando se esté
realizando el desmucilaginado y preferiblemente menor a 500 L por fanega (con el fin de generar
lodos). Adicionalmente, se exige pretratamientos de este residuo como el tamizado previo a su
uso. Sin embargo, este procedimiento solamente se puede llevar a cabo durante la época seca en

los meses de noviembre a abril, presentando una limitacion temporal (ICAFE, 2009).

A pesar de que se cumple con la legislacién vigente, la Cooperativa no presenta un
aprovechamiento circular de los subproductos generados en esta operacion unitaria. Por ello, es
que se identifica la necesidad, desde una perspectiva ambiental y de economia circular, de evaluar
opciones para el aprovechamiento de este actual residuo agroindustrial; y que incluso pueda

generar futuros ingresos a la cooperativa y sus asociados.

Entre las opciones existentes para el aprovechamiento de las aguas mieles, se considera la
extraccion de pectina al ser de particular interés para la Cooperativa. Se toma la decision de seguir
esta linea de investigacion basada en la proporcion de mucilago que tiene la cereza de café, que
segun la empresa es de 39,5 kg de mucilago por fanega. A su vez, alrededor de un 30% de la

composicién de esta capa gelatinosa son sustancias pécticas (Avallone, Guiraud, Guyot, Olguin,
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& Brillouet, 2000). Partiendo de lo anterior, es Ilamativa la extraccion de la pectina presente, para

asi evaluar su posible uso industrial posteriormente.

La iniciativa de extraccion de pectinas se respalda debido a la necesidad de mercado que existe en
Costa Rica por este aditivo alimentario. La demanda que tiene el pais de sustancias pécticas se
satisface casi en su totalidad por importaciones. En el 2021 PROCOMER report6 la importacién
de 67,2 toneladas de materias pécticas, pectinatos y pectatos. Dichos materiales se envian a
territorio nacional desde paises como Alemania, Bélgica, Brasil, México y China; siendo este
ualtimo uno de los mayores importadores de este aditivo a Costa Rica. Satisfacer cierta parte de la
demanda nacional de pectinas puede ser una opcion de mercado para la cooperativa (PROCOMER,
2023).

1.2 Antecedentes del problema

La actividad cafetalera aportd en el 2020 un 4,24% al PIB agricola y un 3,19% del PIB
agropecuario costarricense. Ademas, proporcioné USD$ 322 158 299 en divisas al pais en la
cosecha 2020-2021. De estos ingresos que se generaron, un 2,3% corresponde a las exportaciones
totales y un 9,7% de las exportaciones de productos agropecuarios (ICAFE, 2021). La produccién
nacional del periodo 2020-2021 se registrd en 1 886 594,04 "2 Dhl”” (fanegas) de café fruta, los
cudles se dividen entre las siete regiones cafetaleras de Costa Rica: Coto Brus, Los Santos, Pérez
Zeledon, Turrialba, Valle Central, Valle Occidental y Zona Norte. La region de Los Santos, a la
cual pertenece CoopeTarraz R.L., fue la de mayor produccion, pues presentd 795.124 ““2 Dhl™”
(fanegas) de café fruta (ICAFE, 2021).

La produccion, procesamiento y comercializacion de este grano se integra en una agrocadena, que
posee varios eslabones que precisan de un intensivo uso de recursos humanos, siendo generadora
de empleos y motor de la economia en muchas regiones. Se benefician de esta tanto los productores
y sus familias como los ultimos eslabones de la agrocadena (distribuidores y comerciantes)
(ICAFE, 2021). El beneficiado del café es el proceso agroindustrial por el cual se recibe la fruta
del café y se obtiene el grano limpio y seco, listo para seguir con su procesamiento especializado.

Dentro de este proceso se cuenta con la etapa unitaria llamada desmucilaginado en donde se retira
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el mucilago de la semilla y asi se obtiene el café pergamino (Gomez, 2019). De esta etapa se
obtiene como residuo las aguas mieles, que contienen todo el mucilago extraido, ademas de otros

compuestos orgéanicos e inorganicos procedentes del mismo lavado de la semilla.

Entre los actores del proceso de beneficiado mencionado anteriormente, en Costa Rica, se
encuentra la cooperativa de productores de café CoopeTarrazu R.L., ubicada en San Marcos de
Tarrazl. Dicha organizacion ha velado por el sector cafetalero desde 1960. Ha luchado para que
este cultivo tenga mayor representacion a nivel nacional y cuente con avances tecnol6gicos.
Después de méas de 60 afios de trayectoria, en la actualidad la cooperativa cuenta con 5 000
asociados, y poseen la capacidad de procesar 300 000 quintales de café cereza (CoopeTarrazu,
2022).

El departamento de Investigacion Desarrollo e Innovacion de CoopeTarrazd R.L tiene como
objetivo dar un aprovechamiento a los subproductos del café, tanto para innovar en el tratamiento
de estos, como para ofrecer nuevas técnicas y productos a los miembros de la cooperativa y al
sector cafetalero en general. Entre ese aporte a la innovacion, estd el compromiso por dar un
aprovechamiento a los subproductos de la actividad cafetalera. Para ello, se han desarrollado
productos como: Delipulpa (suplemento para ganado a base de pulpa seca del café), etanol de la

broza de café, harina de café, compost de pulpa de café y otros proyectos (CoopeTarrazl, 2022).

Sin embargo, con respecto a las aguas mieles, esta organizacién ain no posee un aprovechamiento
establecido, y no han realizado investigaciones previas en este campo. Si bien este subproducto se
trata segun la legislacion vigente, lo cual logra reducir el impacto ambiental negativo, no se sigue
un lineamiento de economia circular. Por ello, la misma Cooperativa desea incursionar en la
investigacion de opciones para su valorizacion bajo un modelo de economia circular. Mendoza
(2016) reporta éxito en la extracciéon de pectina contenida en el mucilago de las aguas mieles,
obteniendo rendimientos entre 9 a 20%, por lo que, partiendo de este antecedente y el interés de la
cooperativa, es que se propone el presente Trabajo de Graduacién para realizar dicho

procedimiento en la empresa.
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Extraer pectinas a partir del mucilago presente en las aguas mieles del beneficiado del café en
CoopeTarraz R.L, a lo largo de la temporada de cosecha, como alternativa de
aprovechamiento de este residuo agroindustrial.

1.3.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar el mucilago contenido en las aguas mieles por medio de pruebas fisicoquimicas

y microbioldgicas, que permitan la determinacion de la presencia de pectina.

2. Realizar la extraccidon de pectinas contenidas en el mucilago de café, a lo largo de la

temporada de cosecha, mediante hidrolisis acida.

3. Comprobar la funcionalidad, como aditivo alimentario, que posee la pectina extraida de las

aguas mieles del beneficiado del café, mediante su aplicacion en un producto alimentario.
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Capitulo 1. Marco Tedrico

2.1 Generalidades del café

El café, taxonomicamente, pertenece a la familia Rubiaceae; siendo el género coffea el
correspondiente a esta planta (ICO, s. f.). Este es un cultivo lefioso C3 de origen africano (DaMatta,
Avila, Cardoso, Martins, & Ramalho, 2018), que se desarrolla en las regiones tropicales del mundo
(ICO, s. f)). La altitud éptima de cultivo se encuentra entre los 500 y 1700 m s. n. m. Las
precipitaciones anuales limitan el crecimiento del cafeto, en donde menos de 1000 mm anuales
pueden disminuir los rendimientos en cosecha; sin embargo, precipitaciones mayores a 3000 mm
ocasionan una disminucion en la calidad de los granos (ICAFE, 2011). Por otro lado, la
temperatura media anual debe mantenerse entre 15-24 °C (ICO, s. f.) y la humedad relativa debe
mantenerse inferior al 85% (ICAFE, 2011).

La bebida de café es una de las mas consumidas a nivel mundial (Galanakis, 2017), ademas su
aporte a la economia de paises en desarrollo es considerable (Yeretzian, 2017). Las dos especies
que dominan la produccién mundial son Coffea arabica y Coffea canephora (café Robusta),
ocupando asi el café ardbico cerca de un 60% del mercado mundial (ICO, s. f.). Asimismo, los
esfuerzos por llevar a cabo mejoras genéticas en estos cultivares son la prioridad de varios entes
dedicados a la produccion de este fruto, lo cual realizan por medio de hibridacion y cruzamientos
genéticos. Asi es como se obtienen variedades adaptadas a las condiciones agroclimaticas

especificas de cada region (Galanakis, 2017).

2.1.1 Produccion de café en Costa Rica

El café de Costa Rica es reconocido a nivel mundial por ser de calidad y aportar caracteristicas
organolépticas Optimas; esto se debe a que es 100% fruto del cafeto de la especie Arabica. En
Costa Rica méas del 80% de la produccion cafetalera se localiza en regiones con condiciones
Optimas para el desarrollo del cultivo como: una altitud entre 800 y 1600 m s. n. m., temperaturas

entre 17-28 °C y precipitaciones entre 2000-3000 mm anuales. Por ultimo, con tal de conservar la
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mas alta calidad, en el pais se utiliza el método manual y selectivo durante la cosecha del fruto y

el beneficiado se realiza mayormente por via himeda (ICAFE, s. f.).

Las variedades que predominan en Costa Rica son Caturra y Catuai, ambas de la especie Coffea
arabica (ICAFE, s. f.). La variedad Caturra es una planta compacta, apta para las condiciones y
calidad estandar de Centroamérica. Por otro lado, la variedad Catuai es un cruce genético entre
Mundo Novo y Caturra, por lo que comparten varios aspectos. Es por ello que, ambas poseen un
porte bajo, una coloracion del brote de hoja verde, un tamafio del fruto promedio, un buen potencial
de rendimiento. A pesar de todas estas caracteristicas positivas, ambas variedades son susceptibles

a la roya, antracnosis de la cereza (CBD) y a nematodos (World Coffee Research, 2023).

Con respecto a la produccion nacional, para el periodo de cosecha 2021-2022 se cosecharon
1 672 509,55 fanegas (Dhl2) de café fruta (ICAFE, 2022). Dicha produccion se repartié entre las
siente regiones cafetaleras del pais como se muestra en la Tabla 1. Igualmente, se observa que la
region cafetalera de Los Santos, a la cual pertenece CoopeTarrazl R.L, es la que mayor produccion

presenta a nivel nacional.

Tablal
Produccién en fanegas de café fruta por region cafetalera en Costa Rica, cosecha 2021-2022.
Regidn cafetalera Fanegas (2 Dhl)
Coto Brus 152,656
Los Santos 674,838
Pérez Zeledon 217,849
Turrialba 53,771
Valle Central 227,950
Valle Occidental 331,378
Zona Norte 14,068

Nota: Ajustado de Informe sobre la actividad cafetalera de Costa Rica, por ICAFE, 2022.
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En cuanto a las ventas por exportacion, para la cosecha 2021-2022 se vendieron 1 417 188 sacos
de 46 kg, con un precio de USD 260,19/46 kg (precio rieles). Esto significa que, a pesar de no
tener la mayor exportacion historica, si se obtuvo el mejor precio histérico con respecto al precio

del café de exportacion (ICAFE, 2022). Esta comparacion historica se puede observar en la Figura

1.

Figura 1
Ventas de café para exportacion cantidades y precios para la cosecha 2021-
2022.
*—
2018-2019 2019-2020 2020-2021 2021-2022 ¢
. Cantidad 1,385.25 1,611.93 1,542,685 1417.19
(il P r ECio 190.34 20036 20347 260.19

af Cantidades en miles de sacos de 46 kg,
b/ Precio rieles en USD/46 kg. cf Cifras sujetas a ajuste.
Tomado de Informe sobre la actividad cafetalera de Costa Rica, por ICAFE,

2022.

2.1.2 Morfologia del fruto de café

La estructura del fruto de café consiste en 4 capas que protegen la semilla. Segin Galanakis (2017),

su morfologia presenta el siguiente orden de afuera hacia dentro:

1. Lapulpa o céscara (epicarpio 0 exocarpo), consiste en una cobertura mono celular cubierta
de una sustancia cerosa, cuando el fruto se madura, esta se torna roja o amarilla
dependiendo de la variedad utilizada.

22



2. Mesocarpio, mayormente conocido como mucilago. Esta se compone de una capa

gelatinosa.
3. Pergamino (endocarpio), una capa delgada de polisacaridos.
4. Pelicula plateada, una delgada cobertura que cubre directamente las semillas.
5. Lasemilla de café.

En la Figura 2 se observa la morfologia del fruto de café y las partes anteriormente descritas.

Figura 2
Morfologia del fruto del café.

FRUTO DEL CAFE

PULPA

MUCILACO

PERGAMINO
PELICULA
DLATEADA

Tomado de;: CESMACH.

De las partes del fruto del café, el mucilago es de interés para este proyecto, ya que, en términos
de subproductos generados durante el beneficiado del café, el mucilago se encuentra en las aguas
mieles, actual objeto de estudio en la presente investigacion. EI mucilago o mesocarpio es una
capa gelatinosa que posee el fruto o cereza del café. Se tipifica como un coloide, el cual posee una
gran capacidad de retencion hidrica; sin embargo, su composicion puede variar segun las
condiciones agro-climatologicas. Esta capa queda expuesta luego de realizar el despulpado, y es

removido durante la desmucilaginacion (Marquez & Lesdesma, 2020).
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El mucilago posee entre un 29-36% de sustancias pécticas en base seca, siendo variables
dependiendo de las condiciones de crecimiento del café e incluso del tratamiento de
desmucilaginado. Asimismo, presenta entre un 82,7% a un 83,7% de carbohidratos en base seca,
siendo los azucares reductores los que mas presencia tienen (47,9%). Ademas, posee en promedio
un 29,8% de azucares no reductores y un 7,3% de fibra (Puerta & Rios, 2014).

2.1.3 Procesamiento del café

El procesamiento del café comienza con la cosecha del fruto maduro; el cuél se torna rojizo o
amarillento. Dependiendo de las variedades utilizadas, puede tomar entre 3 a 4 afios para que un
cafeto produzca su primera cosecha (Jiménez-Castro, 2013). En el caso de Costa Rica, se da
solamente una cosecha anualmente, empezando en julio para las zonas de maduracién temprana
(Turrialba y Orosi) y terminando entre los meses de febrero y marzo. Para la zona de Los Santos,

a la cual pertenece CoopeTarrazl R.L., la cosecha se da entre noviembre y marzo (ICAFE, 2023).

La recoleccion del fruto generalmente se hace de forma manual, método que permite escoger los
frutos individualmente, seleccionando solo aquellos que estén maduros. No obstante, representa
un alto rubro en los costos de produccion (Jiménez-Castro, 2013). Los frutos recolectados pasan a
la etapa de recibo, en donde los productores los transportan lo antes posible para evitar el deterioro
de estos (Galanakis, 2017). Las cerezas de café se reciben en los beneficios, lugar donde se
realizara su procesamiento. Este procesamiento es llamado beneficiado, este se puede realizar por

via seca 0 hiumeda (Jiménez-Castro, 2013).

Al realizar dicho procesamiento por via seca se denomina beneficiado en seco, caracteristico por
ser un método tradicional. Actualmente, se sigue utilizando en muchas regiones cafetaleras del
mundo donde el recurso hidrico es limitado. Se comienza extendiendo las cerezas recién
recolectadas en una superficie plana, para ser secadas por el sol. Para evitar el deterioro del fruto,
estos reciben volteos, varias veces al dia y durante la noche o si se presenta lluvias, se cubren para
evitar que se humedezcan. Este secado puede tardar varias semanas, hasta que alcance una

humedad de aproximadamente 11% (Jiménez-Castro, 2013). Luego, se realiza un solo despulpado,
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en donde por el proceso previo de secado, se logra retirar todas las capas que posee la cereza en
esta etapa unitaria (pericarpio), exponiendo de una vez la semilla de café seca, lista para ser
almacenada, molida o continuar en la linea de produccién dependiendo del producto que se desee
obtener (Galanakis, 2017).

Por otro lado, también se puede realizar el beneficiado en himedo, en donde se da esta
industrializacion del café con la ayuda de un flujo de agua en todas sus etapas unitarias; ya que se
facilitan las labores durante el proceso, como el lavado, movilizacion del fruto y remocion de
subproductos (Fuentes, 2019). Asimismo, este sistema es ampliamente utilizado, ya que no solo
facilita las labores; si no que permite una mayor calidad del café procesado (Jiménez-Castro,
2013).

Al beneficiar en humedo se comienza con la recepcion de la cereza de cafeé, estas se introducen en
una tolva para realizar una remocion de objetos extrafios como piedras o ramas; por medio de
diferencia de pesos (sumergidas en agua) el fruto del café flota mientras las piedras, frutos dafiados
y otros objetos pesados precipitan al fondo. Siguiendo el mismo flujo de agua, el fruto cae en la
despulpadora o ““chancador”” donde unos rodillos calibrados ejercen presién sobre ellos y logran
separar el grano de la pulpa; esta Gltima es retirada por medio de bandas transportadoras (Fuentes,
2019).

Luego del despulpado, sigue la etapa donde se generan las aguas mieles, también llamada
desmucilaginado. Este se puede realizar por medio de una fermentacion durante 12-48 horas, y la
accion enzimatica de microorganismos suaviza esta capa de mucilago, diluyéndola en el agua y
por ende retirdndola (Fuentes, 2019). Alternativamente, se puede remover mecanicamente; este
proceso mecanizado se basa en la centrifugacion, para que ese golpeteo de los granos contra unas
mallas desprenda el mucilago; y con la ayuda de un flujo constante de agua se retira, generando
asi las aguas mieles (aguas residuales cargadas del mucilago removido). La desmucilaginacion
mecanica es preferida por la cooperativa, ya que reduce considerablemente el tiempo de la etapa
unitaria, pasando de una fermentacion de 12-48 horas, a una remocion del mucilago casi inmediata.
Terminada esta etapa, el grano de café pasa al procesamiento en seco y posteriores tratamientos
(Mérquez & Lesdesma, 2020).
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2.2 Subproductos del beneficiado humedo del café

Dentro del procesamiento del café existen subproductos generados a lo largo del beneficiado en
humedo. Durante los afios se ha observado un aumento en la generacion de estos materiales
residuales, debido al aumento en consumo de cafe, dentro de los que destacan: granos inmaduros
o0 defectuosos, cascara/pulpa y aguas mieles. Estos subproductos son una gran alternativa para la
recuperacion de recursos, tanto energéticos como de biocompuestos disponibles, logrando asi una

produccion circular (Galanakis, 2017).

La presencia de granos maduros o defectuosos se genera directamente por el proceso de
recoleccion del fruto. Estos representan entre 15-20% de la produccion de café (Ramalakshmi,
Kruba, & Rao, 2007). Los defectos se generan por granos rotos, dafio por insectos, frutos de color
negro o café y, por ultimo, frutos inmaduros (Galanakis, 2017). En cuanto a contenido de cafeina,
estos granos poseen entre 0.8% y 1.8%; ademas, entre 6.83-8.80% de acido clorogénico, 32.81-
47.15 mg/g de proteina, 7.2-12.7% de contenido lipidico y un contenido de compuestos fendlicos
entre 3.04-4.08% (como equivalente a acido galico) (Ramalakshmi, Kruba, & Rao, 2007). La
recuperacion de este subproducto tiene potencial en industrias como la farmacéutica y alimenticia,

debido a su composicion lipidica y de compuestos bioactivos (Galanakis, 2017).

La pulpa de café es obtenida durante el despulpado del café. En términos generales, la pulpa
representa aproximadamente 29% del peso seco de la cereza, y al procesar 2 toneladas de café se
genera cerca de 1 tonelada de este subproducto (Murthy & Naidu, 2012). La composicion
fisicoquimica de la pulpa de café (Tabla 2) evidencia que debido a su naturaleza estructural y de
proteccion de la semilla, existe una considerable concentracion de polisacaridos estructurales
como la celulosa y lignina (Dias, Melo, Schwan, & Silvia, 2015). Entre los aprovechamientos que
se le pueden dar estan: compostaje, vermicompost, bio-absorbentes y la produccion de bioetanol;

sin dejar de lado la recuperacion de biocompuestos.
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Tabla 2
Composicion fisicoquimica de la pulpa de café como subproducto (Coffea arabica L., variedad

Catuai rojo 99)

Parametro Pulpa de café (base seca)
AzUcares totales (%) 9
Azlcares reductores (%) 63
Azlcares no reductores (%) 0.07
Carbohidratos totales (%) 68
Fibra cruda (%) 14
Celulosa (%) 20
Hemicelulosa (%) 6
Lignina (%) 14
Proteina (%) 17-37
Humedad (%) 82

Nota: Ajustado de A new alternative use for coffee pulp from semi-dry process to -glucosidase
production by Bacillus subtilis, por Dias, Melo, Schwan y Silvia, 2015.

Las aguas residuales, conocidas como aguas mieles son generadas durante el procesamiento en
himedo, debido al indispensable uso del agua a lo largo del procesamiento; ya que este método de
beneficiado garantiza no solo la calidad del producto, sino que lo facilita (Pafiuela & Sanz-Uribe,
2021). Estas aguas residuales son de interés para el presente proyecto, ya que, debido a su origen,
este efluente contiene el mucilago retirado de la semilla. De ahi su nombre, porque presenta una
concentracion de varios carbohidratos, entre ellos azlcares simples (Torres, Sanin, Arango, &

Serna, 2019). En la Tabla 3 se puede observar las caracteristicas de las aguas mieles.
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Tabla 3

Caracteristicas de las aguas mieles del beneficiado en himedo de café

Parametro Valor
pH 4,27-4,40
DQO, mg/mL 9 270-14 800
DBO 27 °C, mg/L 472-551
Nitrogeno amoniacal, mg/L 42-57
Nitrégeno nitrato, mg/L 32-48
Fosforo 60-90

Nota: Ajustado de A comprehensive review on utilization of wastewater from coffee processing,
por Rattan, Parande, Nagaraju y Ghiwari, 2015.

El vertido de estas genera problemas ambientales, principalmente en los mantos acuiferos. Debido
a su alto contenido de materia orgénica (Tabla 3), estas conducen a una degradacion y provocan
que el contenido de oxigeno en el agua disminuya e impide el desarrollo de vida acuética. El
mucilago presente en estas aguas residuales tiende a precipitar fuera de la solucién, generando una
densa capa en la superficie, provocando una obstruccion de las vias fluviales e impidiendo el paso
de luz; incrementando aln mas las condiciones anaerdbicas. Por otro lado, al generar un ambiente
anaerobico, se crea el ambiente perfecto para el desarrollo de bacterias que producen malos olores

y turbidez del agua por la presencia de taninos (Rattan, Parande, Nagaraju, & Ghiwari, 2015).

El aprovechamiento sugerido por la literatura para las aguas mieles es la recuperacion de algunos
compuestos; entre ellos esta: extraccion de pectinas, fibra soluble, azlcares de la fruta de café,
antioxidantes y flavonoides. Lo anterior se da con el fin de reducir los problemas ambientales

ligados a las aguas mieles (Rattan, Parande, Nagaraju, & Ghiwari, 2015).
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2.3 Caracterizacion de aguas mieles

2.3.1 Caracterizacion fisicoquimica

La caracterizacion fisicoquimica logra determinar las caracteristicas tanto fisicas como quimicas
del producto o agua residual, y con base en ella se elaboran conclusiones acerca de su condicion
actual (Torres, Sanin, Arango, & Serna, 2019). Las caracteristicas del mucilago del café pueden
ser variables dependiendo del tipo de café, zona de produccion y época de recoleccion, por ello es
importante caracterizarla antes de realizar la recuperacion de compuestos. Trabajos previos
recomiendan realizar la medicion de pH con un pH-métro y grados Brix con un refractometro
(Guerra & Rueda, 2021). Esto se debe a que el pH es un parametro crucial para el proceso de
hidrolisis en la recuperacion de pectina del mucilago (Marquez & Lesdesma, 2020). Con respecto
a los grados Brix, su determinacion se da con el fin de medir la presencia de sélidos disueltos en
una solucidn, siendo de interés por la cantidad de azucares que posee el subproducto (Guerra &
Rueda, 2021). Guerra y Rueda (2021) reportan valores de pH y grados Brix de 45y 7.2
respectivamente. Por otro lado, la densidad también es un pardmetro estudiado en la
caracterizacion de las aguas mieles del café, ya que permite determinar la masa suspendida en
determinado volumen. Para las aguas mieles se reporta una densidad de 1.0155 g/mL (Mendoza,
2016).

2.3.2 Caracterizacién microbiolégica

Son los andlisis realizados al producto en estudio con el fin de determinar la presencia de
microorganismos, sobre todo aquellos patégenos o que afecten la vida atil del producto.
Identificando los microorganismos presentes se puede determinar la aceptabilidad que tiene el

producto bajo los criterios microbioldgicos o de inocuidad vigentes (SCIJ, 2018).

Guerra 'y Rueda (2021) recomiendan realizar un recuento de microorganismos en el mucilago de
café, con el fin de determinar la seguridad del producto y calidad de este. Por la naturaleza del
subproducto, se pueden encontrar mohos y levaduras, mesofilos aerobios, enterobacterias y

coliformes totales. En la Tabla 4, se puede observar los resultados del analisis microbioldgico
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realizado por Guerra y Rueda (2021); en este se observa una alta carga de mohos y levaduras, la
cual se relaciona con el pH &cido (4.5) que poseen las aguas mieles de café. Asimismo, se denota
una alta carga de recuento de mesdfilos aerobios, que, a pesar de mostrar la presencia de
microorganismos patogenos, refleja la posible fermentacion por la cual ya estan pasando estas

aguas residuales al momento de la toma de la muestra (Guerra & Rueda, 2021).

Tabla 4

Anadlisis microbioldgico en mucilago de café (proveniente de aguas mieles).
Ensayo Meétodo Resultado Unidades
Recuento Total de NTC 4519 2,3 x10° UFC/mL
Mesdfilos
Recuento de NTC 5733 <10 UFC/mL
Enterobacterias
Recuento de ISO 4832 <10 UFC/mL

Coliformes Totales

Recuento de Mohos y NTC 5698-1 1,0 x10* Mohos UFC/mL

Levaduras 4,4 x103 Levaduras

Nota: Tomado de Produccion de una biopelicula a partir de las pectinas extraidas del mucilago de

café, por Guerra 'y Rueda, 2021.

2.4 Pectinas

Las pectinas son polisacaridos estructurales que se encuentran en los tejidos vegetales; otorgando
integridad, fuerza y flexibilidad a las paredes celulares. Estas cadenas de polisacaridos poseen
ramificaciones de azlcares como galactosa, xilosa, arabinosa y ramnosa. Generan matrices en
conjunto con otras moléculas como celulosas y hemicelulosas para contribuir en la estabilidad y
estructura de las paredes celulares. Su composicion es variable, y estd ligada a su grado de

esterificacion; que define sus propiedades funcionales (Masuelli & Blumenberg, 2020).

Se utilizan ampliamente en la industria alimentaria por su capacidad como hidrocoloide; y logra

gelificar, estabilizar y espesar productos alimentarios; ademas de su uso como sustituto de las
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grasas en formulaciones. Su funcionalidad se justifica debido a la facilidad que posee la pectina a
unirse al agua y generar estos geles, incluso a bajas concentraciones (Ciriminna, Fidalgo, Delisi,
Ilharco, & Pagliaro, 2016).

Actualmente la pectina se extrae, mayoritariamente, de residuos de manzana y naranja (Zegada,
2015). Sin embargo, por afos se ha tratado de incursionar en la busqueda de fuentes alternativas
para la obtencion de pectinas, mas que todo con el fin de poder aprovechar diversos subproductos
o residuos agroindustriales en los que se encuentran presentes (Chaparro, Marquez, Sanchez,
Vargas, & Gil, 2015).

2.4.1 Estructura y composicion

El término pectina no hace referencia a una sola estructura de polimero, si no, a una serie de
polisacaridos y/o cadenas dominadas por glucano que contienen residuos de acido galacturénico,
presentando uniones en las posiciones 1 y 4. Como se mencion6 anteriormente, esta familia de
compuestos puede presentar, o no, ramificaciones de azticares como galactosa, xilosa, arabinosa 'y
ramnosa. Estos azlcares se agregan a la cadena durante la sintesis de pectina por medio de enzimas
como: glucuronosiltransferasa, arabinosiltransferasa y xylosyltransferasa. Este proceso de sintesis
de pectinas ocurre en el Aparato de Golgi donde también participan las siguientes enzimas:
galacturonosiltransferasa, glicosiltransferasa, metiltransferasa y acetiltransferasa (Dranca &
Oroian, 2018).

Anélisis estructurales realizados en la pectina demuestran una composicion de cadenas formadas
por aproximadamente entre 100 y 1000 unidades de sacéridos (Masuelli & Blumenberg, 2020),
pero de igual manera, no posee una estructura definida; ya que la misma depende
significativamente de la edad de la planta o tejido y especie vegetal de la que se extrae este

compuesto (Dranca & Oroian, 2018).

A pesar de que las sustancias pécticas poseen diferentes configuraciones, todas pueden someterse
a esterificacion por grupos metilo (C6) y/o grupos acetilo (O-2, O-3) en la cadena de polisacaridos

continua, tomando en cuenta los residuos de acido galacturénico. Esto es lo que permite
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clasificarlas segun su grado de sustitucién, conocidos como grado de metilacion y acetilacion,
respectivamente (Dranca & Oroian, 2018). Para ejemplificar la estructura general de las pectinas,

en la Figura 3 se observa la estructura molecular basica de este biocompuesto.

Figura 3
Estructura basica molecular de la pectina
COOH COOCH3

OH OH
0 0
0 0 O O 0 0O O
on COOCH3 s COOH

Tomado de: “"Extraccion de pectina de residuos de
cascara de naranja por hidrolisis acida asistida por
microondas (HMO)", por V. Zegada, 2015.

2.4.2 Usos de las pectinas

La gelificacion de pectina es un proceso complejo que implica la formacion de una red
tridimensional de moléculas de pectina, que atrapa agua y otros ingredientes. Las propiedades de
gelificacion de la pectina dependen del tipo y la concentracion de pectina, el pH, la presencia de
otros ingredientes y las condiciones de procesamiento. La pectina se usa cominmente como agente
de gelificacién en varios productos alimenticios, como mermeladas, jaleas, frutas para untar y
postres. La pectina también se puede utilizar como espesante y estabilizador en productos
alimenticios. Los geles a base de pectina tienen propiedades Unicas, como una alta capacidad de
retencion de agua, una textura suave y una buena liberacion de sabor. Los geles de pectina se
pueden modificar agregando otros ingredientes como azucares, acidos y proteinas para mejorar su
textura y estabilidad (Masuelli & Blumenberg, 2020).

La pectina es un estabilizador efectivo en productos acidos, como los jugos de frutas, porque es

capaz de estabilizar las proteinas y evitar la precipitacion (Voragen, Coenen, Verhoef, & Schols,
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2009). El mecanismo por el cual la pectina estabiliza los productos alimenticios es a través de
enlaces de hidrégeno. La pectina contiene numerosos grupos hidroxilo que pueden participar en
los enlaces de hidrdgeno con otros componentes de los alimentos. Esto permite que la pectina
forme complejos con otras moléculas, como proteinas u otros polisacaridos, que pueden estabilizar

aun mas un producto alimenticio (Wicker, 2004).

Una de las nuevas aplicaciones de las pectinas es en la industria farmacéutica. Se ha descubierto
que tienen propiedades mucoadhesivas, lo que significa que pueden adherirse a la membrana
mucosa del cuerpo humano. Esta propiedad hace que sean Utiles en los sistemas de administracion
de farmacos, ya que pueden utilizarse para mejorar la biodisponibilidad y la liberacién controlada
de estos. Varios tipos de este polimero se han caracterizado por su capacidad de adherirse al tracto
gastrointestinal. Este proceso de mucoadhesion implica tres pasos: (1) la humectacion y el
hinchamiento del polimero para permitir un contacto directo con el tejido bioldgico, (2) la
interpenetracion de la cadena del polimero bioadhesivo y luego el entrelazamiento de las cadenas
del polimero y mucina, y (3) la formacion de enlaces quimicos débiles entre cadenas entrelazadas.
Por lo tanto, esta propiedad de la pectina se utiliza en la preparacién de parches mucoadhesivos, a
menudo en combinacién con otros polimeros mucoadhesivos como el carbopol y el quitosano
(Srivastava & Malviya, 2011).

Por otro lado, los hidrogeles que se forman se han utilizado como agentes aglutinantes y en
formulaciones de tabletas de matriz de liberacion controlada. Las perlas de pectina preparadas por
el método de gelificacion ionotrdpica se han utilizado como un sistema de administracion de
farmacos. Esta molécula se ha investigado para ser utilizada como un recubrimiento hidrofilico
insoluble para la liberacion sostenida. Se ha demostrado que la pectina derivada de la cascara de
naranja es un polimero eficiente que actia como agente aglutinante durante la formulacién de
dosificacion, mientras que aquella obtenida de la cadscara de mango actué como un agente con alta

capacidad desintegrante (Srivastava & Malviya, 2011).

Otra aplicacion emergente es en la industria cosmética. Se ha descubierto que tienen propiedades
emulsionantes y estabilizadoras, lo que las hace Gtiles en la formulacidn de productos cosméticos

como cremas y lociones. Se ha utilizado en el mejoramiento de las caracteristicas reoldgicas de
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emulsiones con aceite de oliva, debido a sus propiedades gelificantes hidrofilicas (Lupi, y otros,
2015). Asimismo, dichas sustancias pécticas presentaron un efecto antioxidante y estabilizador en
formulaciones farmacoldgicas con palmitato de retinilo, sugiriendo, ademas, su potencial uso en

formulaciones que estén sujetas a degradacion por oxidacién (Ro, y otros, 2013).

Asimismo, también se esta explorando su uso potencial en la produccion de peliculas y
recubrimientos biodegradables, dichos recubrimientos estan ganando popularidad debido a su
naturaleza ecoldgica y su capacidad para reducir el uso de envases sintéticos. Estas alternativas de
empaque brindan una barrera biodegradable y, a menudo, comestible que puede mejorar la calidad
de los alimentos, la seguridad y las propiedades de manipulacion al reducir la contaminacion
microbiana, controlar los procesos oxidativos y regular la humedad, el gas, los lipidos y el
intercambio volatil. En esta aplicacién para recubrimientos las pectinas a menudo se usan solas o
en combinacion con otros polimeros. También se pueden agregar ingredientes activos a estas
peliculas y recubrimientos para mejorar las propiedades mecanicas y de barrera y proporcionar

funcionalidades especificas al producto alimenticio (Lazaridou & Biliaderis, 2020).

Por Gltimo, estrictamente hablando sobre los usos emergentes de las pectinas extraidas del
mucilago de café, han sido pocas las investigaciones al respecto. Se registra el desarrollo exitoso
de peliculas o “"biofilms™” de pectina electro pulverizada biodegradable (Valdespino-Ledn, y otros,
2021). También Guerrera y Rueda (2021) elaboraron una biopelicula para reemplazar los plésticos

““stretch”” y recomiendan elaborar peliculas compuestas.

2.4.3 Métodos de extraccion

Las pectinas, al estar presentes en la pared celular vegetal, puede extraerse del tejido de cualquier
planta; sin embargo, dependiendo de las condiciones, especie y estructura de esta, la disponibilidad
de pectinas varia (Masuelli & Blumenberg, 2020). EI método mas utilizado para la extraccion de
pectinas es la hidrdlisis acida. Este es un proceso en el cual se utilizan catalizadores acidos para
transformar en mondmeros elementales las cadenas de polisacaridos (Marquez & Lesdesma,
2020). Se pueden utilizar &cidos como clorhidrico, fosférico, citrico y otros para generar un

ambiente acido que ayude a generar la hidrdlisis (Guerra & Rueda, 2021). Este método posee
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condiciones que influyen en el rendimiento y calidad de extraccion, estos factores son la
temperatura, pH, propiedades del solvente, velocidad de difusién, tamafio de particula y sélidos

secos (Mari¢, y otros, 2018).

La metodologia basica para realizar una extraccion de pectinas por hidrolisis acida consiste en
someter la materia prima o biomasa en una suspension de agua caliente, acidificando el medio (el
pH optimo depende de matriz en la que se trabaja), bajo un tiempo determinado. Luego de
transcurrir el tiempo determinado, los s6lidos no solubles se retiran de la solucidn, esto por medio
de una filtracidn. Este filtrado se mezcla con alcohol para generar una precipitacion. La pectina
precipitada es recuperada y purificada con alcohol. Por Gltimo, se seca el precipitado y luego es
molido. Es importante recalcar que, esta es la metodologia basica para la extraccion de pectinas;
sin embargo, las condiciones pueden cambiar dependiendo de la matriz de la biomasa utilizada y

de los instrumentos y reactivos disponibles (Guerra & Rueda, 2021).

La hidrdlisis acida es ampliamente utilizada para la extraccion de pectinas en diferentes matrices.
Por ejemplo, en la extraccion de pectina de las cascaras de naranja Valencia, se determind una
extraccion oOptima bajo las siguientes condiciones: 90 °C, 75 minutos y pH 1.5; alcanzando
rendimiento de extraccion mayores al 10% (Casas-Orozco, Villa, Bustamante , & Gonzalez, 2015).
También, se ha utilizado para la extraccion en cascaras de maracuya, utilizando HCI como acido
catalizador, bajo una hidroélisis a 90 °C por 45 minutos, luego realizando centrifugados para la
separacion de solidos y alcohol etilico al 96% para la respectiva precipitacion y lavado (de Moura,

Macagnan, de Oliveira Petkowicz, & da Silva, 2020).

Por otro lado, también existen otros métodos emergentes utilizados en la extraccion de pectina,
sobre todo utilizados para aumentar el rendimiento de extraccion (Guerra & Rueda, 2021). Entre

ellos se encuentra:

1. Extraccion asistida por microondas (EAM): Es una de las tecnologias para la extraccion de
compuestos que esta en crecimiento, sobre todo para la recuperacion de biocompuestos
presentes en subproductos agroindustriales. La EAM es un método que utiliza la energia
de microondas para extraer compuestos especificos, de diferentes matrices, esto en

conjunto con solventes. Al aplicar un calentamiento volumétrico, temperatura y presion
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localizada, se genera una migracion selectiva de compuestos, con rendimientos similares o
mejores a las extracciones solo con solventes. Por lo tanto, es un método que reduce el
tiempo de extraccion y el uso de solventes, en comparacion a métodos tradicionales (Rao
& Ramalakshmi, 2015). Ha sido utilizada en la extraccion de pectina de la cascara de
naranja (Citrus reticulata) (Maran y Sivakumar, 2013), del limén (flavedo, albedo y pulpa)
(Fishman, Chau, Hoagland, & Hotchkiss, 2006) y de la céascara de jaca (Artocarpus
heterophyllus) (Koh, Leong, & Noranizan, 2014).

2. Extraccion asistida por ultrasonido (EAU): La EAU se realiza comUnmente en un
contenedor gque se somete a irradiaciones ultrasonicas a frecuencias mayores a 20 kHz
(Kadam, Tiwari, Alvarez, & O’Donell, 2015). Las ondas de ultrasonido generan la
cavitacion de burbujas en la matriz vegetal, generando la ruptura de las paredes celulares,
Yy, por ende, un mayor acceso del solvente a los compuestos intracelulares. Este método
aumenta la eficacia del solvente al generar una mayor area de contacto con los compuestos
de interés (Michail, Sigala, Grigorakis, & Makris, 2016). En la extraccion de pectina de
tejidos vegetales, se han realizado investigaciones con resultados prometedores en cascaras
de maracuya (de Oliveira, y otros, 2016), naranja agria (Hosseini, Khodaiyan, Kazemi, &
Najari, 2019), subproductos de tomate (Sengar, Rawson, Muthiah, & Kalakandan, 2020) y
de los subproductos de Musa balbisiana (Maran, y otros, 2017).

3. Extraccion por agua subcritica: Este método para extraccion de compuestos utiliza como
solvente agua a presion, calentada a una temperatura mayor a su punto de ebullicién. La
extraccion con agua subcritica provoca una modificacién en la constante dieléctrica y
polaridad del solvente, potenciando asi el proceso de extraccion; y sin generar dafios en los
compuestos bioldgicos (Chemat & Vian, 2014). Se reporta el uso de esta tecnologia en la
extraccion de pectina en el orujo de manzana y cascara de citricos, como una alternativa

sostenible, ya que el solvente utilizado es agua (Wang, Chen, & L, 2014).

2.4.4 Extraccion de pectinas del mucilago de café

La extraccién de pectinas ha tenido en los ultimos afios un auge, debido a sus diferentes

aplicaciones. ElI mucilago de café no ha sido la excepcion y en recientes afios se ha generado un
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interés por la recuperacion de este polimero en las aguas mieles (residuales) del beneficiado en
humedo del café, las publicaciones existentes respecto al tema son limitadas; sin embargo, de ellas

se puede recuperar la metodologia 6ptima para realizar la extraccion por medio de hidrélisis acida.

La extraccion de pectina por hidrolisis acida sigue siempre el mismo principio, pero la
optimizacion del proceso va a depender del producto con el que se esta trabajando. En el caso del
mucilago contenido en las aguas mieles de café, se debe tomar en cuenta que se trabaja con una

matriz mayormente liquida, con residuos sélidos (ramas, hojas, etc) (Marquez & Lesdesma, 2020).

Se inicia con la toma y preparacién de la muestra, en donde se deben recolectar las aguas mieles
directamente del efluente de la desmucilaginadora mecénica, la muestra debe permanecer en
refrigeracion a una temperatura inferior a los 8 °C, para evitar el desarrollo microbiol6gico y
deterioro de las pectinas. Luego, se debe preparar la muestra para separar el mucilago diluido de
los residuos sélidos, para esto se realiza una filtracion. Al filtrado, se le agrega agua destilada a

una proporcion de 1:0.25 v/v (Marquez & Lesdesma, 2020).

Una vez preparada la muestra (filtrado diluido), se procede a realizar la hidrolisis &cida. Se debe
acidificar el medio utilizando &cidos como sulfurico, tartarico y citrico, Mendoza (2016)
recomienda alcanzar un pH de 3,5 al trabajar con esta matriz. Asimismo, Garcia (2009),
recomienda realizar la hidrdlisis al mismo pH, a 70 °C por 46 minutos, para obtener el mejor
rendimiento de extraccion. Lo que concuerda con Guerra y Rueda (2021), que ejecutd una

hidrolisis a un pH de 3,5, a 70 °C por 45 minutos.

Luego de hidrolizar la muestra, se deja enfriar a temperatura ambiente. Después, se centrifuga por
15 minutos para asi eliminar residuos solidos. Del centrifugado, se recupera el sobrenadante, y a
este se le afiade alcohol frio (4 °C) al 96% en una proporcion 1:1 v/v, para generar la precipitacion
de las sustancias pécticas, seguido de una centrifugacion por 10 minutos a 4 °C, para asi recolectar
las pectinas precipitadas. Estas pectinas recuperadas reciben varios lavados con alcohol al 96% (4
°C). Luego, Garcia (2009) realiza un filtrado al vacio, seguido de lavados constantes con alcohol
al 96% (4 °C). Por ultimo, se secan las pectinas a 30 °C por 24 horas y luego se muelen

(\Valdespino-Leon, y otros, 2021).
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Marquez y Ledesma (2022) obtuvieron un rendimiento de extraccion de pectina en mucilago de
café de 0,13%. Por otro lado, se reportan rendimientos de extraccion de 21,83% al utilizar acido
sulfurico (Guerra & Rueda, 2021) y de 2,2% con &cido clorhidrico (Garcia, 2009). Asimismo,
Méndoza (2016), obtuvo rendimientos mayores al 20% utilizando &cido sulfarico, de 15,35% con
acido tartarico y 9,24% con acido citrico; todos demostrando una optimizacion en la extraccion al
utilizar un pH de 3.5 durante la hidrdlisis acida. No obstante, ningin autor toma en cuenta la

madurez del fruto y el tiempo de cosecha para las respectivas determinaciones.

2.4.5 Caracterizacion de pectinas

La caracterizacion de las sustancias pécticas va relacionada a su uso. Las pruebas pueden ser de
caracter fisico, quimico, cualitativo; o bien, una combinacion de ellas. Las pruebas cualitativas
mas empleadas son las impuestas por la farmacopea de los Estado Unidos de América (USP por
sus siglas en inglés) (Mendoza, 2016). La USP propone que la pectina presente resultados positivos
en las pruebas que se ejecuten (Tabla 5). Por otro lado, diferentes entes a nivel mundial también
proponen diferentes parametros de caracterizacion, y sobre todo de calidad, en este producto a
nivel comercial (Anexo B). Entre estos Gltimos se pueden encontrar: % de humedad, contenido de

nitrégeno, solubilidad, contenido de cenizas, analisis microbioldgicos, grado de esterificacion, etc.

Tabla 5

Pruebas cualitativas de identificacion de la pectina segun la USP.
Prueba Observacion Resultado
Solucion de pectina mas etanol Precipitados gelatinosos y Positivo

traslucido

Solucién de pectina mas NaOH Gel transparente Positivo
2N
Gel de prueba dos mas HCL Precipitado gelatinoso Positivo
3N incoloro

Nota: Tomado de Extraccién de pectinas a partir de mucilago contenido en las aguas mieles del

beneficiado de café por maceracion dindmica y estatica, por Mendoza, 2016.
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El Codex Alimentarius presenta en la norma CODEX STAN 192-1995 todas las disposiciones que
debe cumplir un aditivo alimentario, el cual es uno de los principales usos de la pectina. Indica que
se puede utilizar como aditivo permitido en alimentos, aquellos que segun pruebas del JECFA no
presenten riesgos para la salud de las personas que lo consuman. Ademas, se establecen los
parametros para ingestion diaria admisible (IDA), dosis maxima de uso y en los casos que aplique,
ingestion diaria probable. Siendo esta Gltima crucial cuando se trabaja con alimentos para sectores
de la poblacién como diabéticos, personas con restricciones médicas o con regimenes alimentarios
liquidos. Para la pectina, solo existen dosis maximas en las formulas de continuacion (10 000
mg/kg), formulas para uso médico especiales destinados a lactantes (2 000 mg/kg) y en alimentos
complementarios para lactantes y nifios pequefios (10 000 mg/kg). En los demas alimentos

permitidos la dosis maxima la limitan las Buenas Précticas de Fabricacion (BPF) (FAO, 2021).

Comercialmente el pardmetro més utilizado para la caracterizacién de las pectinas es el grado de
esterificacion (GE). Este parametro se define segun la relacion existente entre los residuos de acido
galacturonico metilesterificados y las unidades de acido galacturénico en la pectina. La cantidad y
distribucion que posean los grupos esterometilicos en la molécula van a determinar las propiedades
que posee. El GE se liga estrictamente a la capacidad que tiene la sustancia péctica en generar
geles y la fuerza que estos poseen. Por otro lado, también condiciona la solubilidad y el
espesamiento que otorga (Mendoza, 2016). El procedimiento para determinar el GE, segiin Guerra
y Rueda (2021) se basa en la ejecucion de dos titulaciones, la primera en donde se determina el
porcentaje de metoxilacion (miliequivalentes que se gastaron) y la segunda para medir la acidez
libre (miliequivalentes que se gastaron); luego con ambos insumos se completa la siguiente

Ecuacion (1):
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% Grado esterificacién (GE) meq NaOH (metoxilo) 100 1
= *
b Grado esterificacin meq NaOH (acidez) + meq NaOH (metoxilo)

donde:

meq NaOH (metoxilo) =

miliequivalentes de NaOH consumidos durante la determinacion de % metoxilacion

meq NaOH (acidez) =

miliequivalentes de NaOH consumidos durante la determinacion de acidez

Basado en el grado de esterificacion, las pectinas se dividen en dos grandes grupos: pectinas de
alto metoxilo (PAM) y pectinas de bajo metoxilo (PBM). En las PAM un porcentaje mayor al 50%
de los grupos carboxilo del acido galacturonico estan esterificados con metanol. Se caracterizan
por generar geles a un pH entre 2,8 y 3,5y entre 60 y 70 °Brix. Generalmente estas pectinas no
reaccionan con iones de calcio y los tiempos de formacion de gel son menores (Mendoza, 2016).
Ademas, generan geles con texturas mas elasticas y suaves a temperaturas mas elevadas sin
desintegrarse (de hasta 95°C) (Marquez & Ledesma, 2020). Cuando se trabaja con este grupo de
polimeros, al adicionar azlcar a su medio se logra generar una accion ““deshidratante”” que
favorece la interaccion entre polisacaridos de forma hidréfoba, lo que facilita la formacion de la

estructura tridimensional que rodea a las sacarosas hidratadas (Mendoza, 2016).

Las pectinas de bajo metoxilo son un grupo que poseen un GE menor al 50%. A diferencia de las
PAM, las PBM generan geles en presencia de cationes divalentes, generalmente iones de calcio.
Para estos polimeros, el gel se forma por enlaces con los iones de calcio, formando asi la red
tridimensional con los grupos carboxilos. EIl pH bajo el cual se puede trabajar esta entre 1,0y 7,0,
para estas los °Brix no tienen mayor afectacion en su efectividad y esa concentracion de azucares
puede ser entre el 0 y 80%. Sin embargo, el factor determinante es la presencia de calcio (40-100
ppm), ya que sin este elemento no se produce la gelificacion (Mendoza, 2016). Las estructuras
generadas por las PBM son reversibles (Marquez & Ledesma, 2020). Las PAM son ideales para
formulaciones alimenticias a base de frutas (mermeladas y conservas), y las PBM generan geles a

°Brix menores por lo que se utiliza para preparaciones con un bajo nivel calorico (Mendoza, 2016).
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El poder gelificante que otorgan las sustancias pécticas es su mayor virtud, asi que la medicion de
la formacion de este gel también es un pardmetro utilizado en la industria para caracterizar dichas
moléculas. La viscosidad ayuda a medir cuantitativamente el gel formado; sin embargo, se ve
afectada por factores como el grado de esterificacion, pH, temperatura, concentracion de la
solucion y la presencia de moléculas electroliticas (Marquez & Lesdesma, 2020). Esta propiedad
es definida como la friccion interna que posee un liquido, o también como, la tendencia que posee
un liquido a resistir el flujo. Para su medicion se utiliza el poise (P). Pero, ya que el Poise es una
unidad grande de medicidén, es comun que se utilice el centipoise (cP) (1 Cp equivale a 0,01 P). Al
igual que la mayoria de los polisacaridos, las pectinas tienen un comportamiento no Newtoniano
y de pseudopléstico. Para llevar a cabo la medicién de la viscosidad se puede utilizar un
viscosimetro, tomando en cuenta condiciones como las revoluciones por minuto, profundidad de

la sonda, tipo de sonda y tiempo de analisis (Bourne, 2002).
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Capitulo I11. Metodologia

3.1 Enfoque de la investigacion

El proyecto tiene un enfoque de investigacion cuantitativo debido a que, por medio de este se
intenta resolver el problema mediante un estudio de datos recolectados, que dan resultados
medibles numéricamente. Asimismo, se obtienen respuestas basandose en un tratamiento de datos,
logrando establecer pautas de comportamientos o tendencias encontradas (Hernandez, Fernandez,
& Baptista, 2014).

Este estudio se enmarca en el enfoque elegido ya que se realizd una investigacion basada en el
andlisis estadistico de diferentes variables con el fin de determinar si existe una diferencia
significativa en la extraccion de pectina a lo largo de la cosecha. Asimismo, dentro de los objetivos
existen mediciones de laboratorio que generaron informacién de caracter numérico, susceptibles a

la interpretacién con métodos estadisticos.

3.2 Tipo de investigacion

Tomando en cuenta que se trabajo bajo un enfoque cuantitativo, el tipo de investigacion se plantea
como exploratorio. Este se utiliza en estudios con objetivos que proponen abarcar un tema con
poca base tedrica, esto quiere decir, un tema poco estudiado y que, por ende, el proyecto resulta
en una indagacion acerca de ese tema. Se busca, sobre todo, preparar el terreno para nuevos
estudios, formando las bases para seguir desarrollando el tema (Hernandez, Fernandez, & Baptista,
2014).

El proyecto plantea la indagacion en la extraccion de pectina del mucilago contenido en las aguas
mieles del beneficiado humedo en CoopeTarrazi R.L. Es un tema que no posee antecedentes
dentro de la Cooperativa, por lo que para la organizacion es innovador. Asimismo, en términos de
disponibilidad de estudios tanto a nivel nacional como internacional, realmente la bibliografia es

limitada y se necesita apoyar la investigacion del aprovechamiento de este residuo.
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3.3 Marco espacial y temporal

CoopeTarrazt R.L. esté localizada en la comunidad de San Juan de San Marcos de Tarrazu, en la
provincia de San Jose, Costa Rica. Aqui se encuentran tanto las oficinas centrales como su
beneficio llamado Beneficio Central CoopeTarrazl R.L. Las coordenadas geogréficas para esta
ubicacion son 9°39°19°N 84°01°10°°0. En este beneficio es donde se da el procesamiento del café
y en donde se van a recolectar las muestras de aguas mieles. A continuacion, se adjunta una imagen

satelital donde se observa la localizacion de la empresa.

Figura 4
Imagen satelital de oficinas centrales de CoopeTarrazi R.L.

Beneficio Central

>
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Tomado de: Google Earth, 26 de abril del 2022.

Qunta Dan Gaya

De igual forma, se trabajo en el Instituto Tecnoldgico de Costa Rica, especificamente en la Planta
Piloto Agroindustrial de la Escuela de Agronegocios. Aqui se realizaron las determinaciones de
laboratorio, la extraccion de pectina y su caracterizacion. Las coordenadas para esta localizacion
son 9°51’15°°N 83°54°31°°0, asimismo para visualizar donde se ubica, se adjunta a continuacion

una imagen satelital.
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Figura 5

Imagen satelital de Planta Piloto Agroindustrial, TEC.
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del 2022.

Con respecto al espacio temporal, el proyecto se realizé desde noviembre del 2022 a marzo del
2023. La temporalidad del estudio se tuvo que ajustar a la disponibilidad de materia prima, la cual
se puede obtener solo durante los meses de cosecha de café (J. Porras, comunicacion personal, 29
de noviembre del 2022).

3.4 Sujetos de informacién

Los sujetos de informacion son todas aquellas personas que aportaron en cierta medida al
desarrollo del proyecto. Los aportes realizados por los sujetos de informacion se basan, sobre todo,
en consultas (como apoyo o recomendaciones) realizadas para el desarrollo de la metodologia, en

esta seccion se consultaron a las siguientes personas:

e Ing Randall Chaves Abarca, docente en la Escuela de Agronegocios, con experiencia en

bioquimica y ciencia de los alimentos.

e Ing Jimmy Porras Barrantes, gerente del Departamento de Investigacién y Desarrollo de
CoopeTarrazru R.L; quien se especializa en gestion ambiental.

e Ing Carlos Gomez Cordoba, Ingeniero agropecuario con amplia experiencia en tecnologia
y bioquimica de alimentos.

e Ing Roger Matamoros Valverde, Ingeniero en agronegocios.

44



e Ing Carolina Guadamuz Mayorga, docente en la Escuela de Agronegocios, especializada

en tecnologia de alimentos.

Asimismo, con respecto a datos especificos de CoopeTarrazu R.L. el Ing Jimmy Porras Barrantes

proporciond todos los datos relacionados a la empresa.

3.5 Fuentes de informacion

Para el desarrollo de los objetivos del trabajo, se necesito una base de informacion que permitiera
establecer las diferentes metodologias que se realizaron. Para ello, se consultaron tanto fuentes
primarias como secundarias. Las fuentes de informacion primaria son aquellas que aportan
conocimiento nuevo y que no han sido sometidas a tratamientos posteriores; como lo son las
monografias, libros, publicaciones y literatura gris (Cabrera, 2010). Fueron de suma importancia
en el planteamiento y desarrollo de este Trabajo Final de Graduacion, ya que de ellas se extrajeron
toda la informacion para justificar el problema de investigacion. Ademas, se utilizaron para
determinar la metodologia realizada. La gran mayoria de las fuentes se obtuvieron a traves de
Scopus y el ICAFE.

Por otro lado, las fuentes secundarias también se tomaron en cuenta en ciertos casos durante el
desarrollo de esta investigacion. Estas fuentes son caracterizadas por presentar el resultado de
analisis documentales, o sea, que ya se ha trabajado sobre el contenido de estas, tomando como
base las fuentes primarias; generando resimenes, citas, conclusiones, etc (Cabrera, 2010). Para
este proyecto, las fuentes secundarias se basaron en publicaciones encontradas a través de Scopus,
0 bien documentos oficiales de organismos como el ICAFE, FAO o CoopeTarrazu.

3.6 Variables o atributos de la investigacion

En la Tabla 6, se desglosan las variables o atributos de la investigacion necesarios para la ejecucion

de este proyecto.
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Tabla 6

Variables o atributos de la investigacion.

Objetivo especifico

Variable/Atributo

Andlisis de datos

Indicador/Unidad

Caracterizar el
mucilago contenido
en las aguas mieles
por medio de pruebas
fisicoquimicas y
microbioldgicas, que
permitan la
determinacion de la

presencia de pectina.

Anélisis
fisicoquimico:

1. pH

2. Concentracion
se solidos
solubles

3. Densidad

Anélisis
microbiologico:

4. Recuentos
coliformes
totales

5. Recuento
Escherichia
coli

6. Recuento de
hongos
filamentosos

7. Recuento
levaduras

8. Recuento
mesofilo
aerobio

9. Recuento de

enterobacterias

Los métodos para
cada anélisis fueron:

1. pH (pH-métro

de mesa)

2. Refractometro
Densidad
indirecta
PT-MIC-27
PT-MIC-27
PT-MIC-35
PT-MIC-35
PT-MIC-34

PT-MIC-27

w

© o N o 0 b

Con  respecto al

analisis  estadistico,
para los valores de la
caracterizacion
fisicoquimica, estos
fueron analizados con
estadistica
descriptiva, y una
prueba de Anderson-
Darling para
determinar

normalidad. Por otro

1. pH
2. °Brix
3. g/mL

Anélisis
microbiologico:
UFC/mL
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lado, se determino el
intervalo de confianza
(95%) y el promedio
para reportarlos. Por
ualtimo, se realizé un
ANOVA vy prueba de
Tukey; esta ltima
para determinar
diferencias

significativas.

Para el analisis
microbiologico, este
no se tratd debido a
que son resultados de

laboratorio externo.

Realizar la extraccién Rendimiento

de pectinas extraccion de pectina

contenidas en el
mucilago de café, a lo
largo de la temporada
de cosecha, mediante
hidrélisis &cida.

La extraccion de
pectina se realiz6 por
medio de hidrolisis
acida, utilizando
acido citrico como

catalizador.

Con  respecto al
analisis  estadistico,
para los valores de
rendimiento de
extraccion de pectina,
estos fueron

analizados con

G de pectina/lL de

aguamiel
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estadistica
descriptiva, y una
prueba de Anderson-
Darling para
determinar

normalidad. Por otro
lado, se determind el
intervalo de confianza
(95%) y el promedio
para reportarlos. Por
altimo, se realizé un

ANOVA vy prueba de

Tukey; esta ultima
para determinar
diferencias

significativas.

Comprobar la
funcionalidad, como
aditivo  alimentario,
que posee la pectina
extraida de las aguas
mieles del
beneficiado del café,
mediante su
aplicacion en un

producto alimentario.

Viscosidad de muestra

Se utilizo un
viscosimetro para
medir la viscosidad.
Con respecto al
andlisis  estadistico,
los valores fueron
analizados con
estadistica
descriptiva, y una
prueba de Anderson-
Darling para
determinar
normalidad. Por otro

lado, se determind el

Centipoise (cP)
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intervalo de confianza
(95%) y el promedio
para reportarlos. Por
ualtimo, se realizé un
ANOVA y prueba de
Tukey; esta dltima
para determinar
diferencias

significativas.

3.7 Herramientas

A lo largo de la ejecucion de los objetivos se necesitaron una serie de equipos, instrumentos de
laboratorio y reactivos para las diferentes mediciones o extracciones. Con respecto al primer
objetivo, el anlisis fisiquimico abarcé la medicion de pH, densidad, temperatura y °Brix; por lo
que se requirieron los siguientes equipos e instrumentos de laboratorio plasmados en la Tabla 7.

Tabla 7

Equipos, instrumentos y reactivos necesarios para el analisis fisicoquimico.

Anélisis fisicoquimico Equipo/instrumento/reactivo

pH pH-métro de mesa (OAKTON PH 700)

Beakers con capacidad para 100 mL

Temperatura Termdmetro
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Densidad Probetas de 10 mL

Balanza analitica

°Brix Refractometro digital (ATAGO B827168)

Beakers con capacidad para 100 mL

Filtracion de aguas mieles Colador

Beaker con capacidad para 1 L

Cucharas

Agitador de vidrio

Por otro lado, para el segundo objetivo, que comprende la extraccion de pectinas por medio de

hidrolisis &cida, se requirieron los equipos, instrumentos y reactivos expuestos en la Tabla 8.
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Tabla 8

Equipos, instrumentos y reactivos necesarios para extraccion de pectinas.

Procedimiento

Equipo/instrumento/reactivo

Filtracion de aguas mieles

Hidrolisis acida

Colador

Beaker con capacidad para 1 L

Cucharas

Agitador de vidrio

Beaker con capacidad para 500 mL y 1000

mL

Agua destilada

Acido citrico anhidro (CsHg0-) (pureza =~
99,7%)

Plantilla de calentamiento (Fisher Scientific
Thermix Stirring Hot Plate 210T)

Pastilla de agitacion magnética

Bureta de 50 mL
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Centrifugacion

Precipitacion

Filtrado al vacio

Liofilizacion

pH-métro de mesa (OAKTON pH 700)

Termdmetro

Centrifugadora Rotina 380R (Hettich
Zentrifugen)

Beakers y probetas de 500 mL

Alcohol al 95% a 4 °C

Termdmetro

Agitadores de vidrio

Kitasato con capacidad para 1L

Embudo Buchner

Papel filtro para anélisis cualitativo, 125

mm

Compresor

Liofilizador (Labconco Freezone 1)
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Compresor

RETSH GRINDOMIX GM200
Molienda

Mediciones Probetas de 100, 500 y 1000 mL

Balanza analitica

Por altimo, para la ejecucion del tercer objetivo, que corresponde a la caracterizacion de la pectina
obtenida, se ejecutaron pruebas de viscosidad. Para dichas pruebas se utilizaron los instrumentos

y materiales enlistados en la Tabla 9.

Tabla 9

Equipos, instrumentos y reactivos necesarios para medicion de viscosidad.

Procedimiento Equipo/instrumento/reactivo

Preparacién de la muestra (mermelada) RETSH GRINDOMIX GM200
Azucar blanca
Acido citrico anhidro (C4HgO-) (pureza =

99,7%)

Fresas
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Medicion viscosidad

Balanza

Ollay espatula

3 beakes con capacidad para 500 mL

9 beakers con capacidad para 150 mL

Balanza

Probeta

Viscosimetro BROOKFLIED DV-11+PRO
(husillo o sonda S64)
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3.8 Sistematizacion de objetivos

Obtencion y preparacion de la muestra

Las muestras de aguas mieles se recolectaron del efluente de una desmucilaginadora mecanica
Penagos DV X-4 (Figura 6) del Beneficio Central CoopeTarrazu R.L. En dicho proceso se utilizd
la cereza de café de la especie Coffea arabica, cultivado en esta zona desde los 800 m s. n. m hasta
los 2000 m s. n. m y forman parte de la region cafetalera Los Santos. Por otro lado, predominan

las variedades Caturra y Catuai.

Figura 6
Desmucilaginadora Penagos DVX-4 de donde se
obtienen las muestras de aguas mieles en el Beneficio

Central CoopeTarrazl R.L.

AN £
PN
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Al momento de realizar la toma de las muestras, se escogio una desmucilaginadora de la serie,
completamente al azar, se coloco un contenedor de plastico estéril con tapa de rosca en el tubo de
salida de las aguas mieles y se recolectaron aproximadamente 20 litros de estas, esto debido a que
su transporte era mucho mas sencillo y fue una recomendacion directa de la empresa. Una vez
recolectada la muestra en Tarrazu, esta se envio, por parte de la empresa, hasta la Planta Piloto
Agroindustrial de la Escuela de Agronegocios, Cartago. En el momento que se recibié el
contenedor, este se guardd en una camara de frio a 4 °C hasta que las muestras fueran utilizadas
para las diferentes determinaciones, esto con el fin de retrasar el desarrollo microbioldgico y el

deterioro de la muestra.

Ya que uno de los objetivos del proyecto fue determinar si existe una diferencia significativa en el
rendimiento de extraccion de pectinas del mucilago a lo largo de la cosecha, se realizaron tres
tomas de muestras en toda la cosecha de café 2022-2023. La decision de las fechas en donde se
realizd cada uno de los muestreos se baso en los tiempos de cosecha para la region (inicio, picoy
final de cosecha), para lo cual se utiliz la siguiente codificacion de muestras: IC, PC, FC,
respectivamente. Ademas de considerar las indicaciones de la empresa y el tiempo que tomd en

realizarse las determinaciones y respectivas extracciones.

Las muestras, al ser aguas mieles, contenian dos fracciones, una solida y otra liquida. La fraccion
liquida fue la de interés, en donde se encuentra el mucilago de café mayormente diluido; y la
fraccion solida (de la cual no se encontro bibliografia relacionada). Esta Gltima, por observacion,
se determina que corresponde a pulpa y semillas de café, ademas de algunas hojas y ramas
pequefas. Para separar estas dos fracciones se ejecut6 un filtrado de las aguas mieles con la ayuda
de un colador, cuchara y agitador de vidrio (R. Matamoros, comunicacion personal, 20 de
noviembre del 2022). El filtrado de las aguas mieles se utilizé para los analisis fisicoquimicos y

microbiologicos, ademas de la extraccion de pectinas.

1. Caracterizar el mucilago contenido en las aguas mieles por medio de pruebas

fisicoquimicas y microbioldgicas, que permitan la determinacién de la presencia de pectina.

Este objetivo buscé determinar diferentes propiedades para relacionarlas con la presencia de

pectina en el mucilago. Una vez preparada la muestra, ya filtrada las aguas mieles y obtenido el
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mucilago diluido, se procedio a realizar las siguientes mediciones fisicoquimicas: pH, °Brix y

densidad indirecta. La metodologia de medicion se detalla a continuacion:

donde:

pH: Esta medicion quimica se realizé con un pH-métro de mesa. Primeramente, se calibré
el equipo siguiendo las instrucciones del fabricante, utilizando los buffers respectivos (pH
4,7y 10). Se utilizaron tres beakers con 100 mL de mucilago, para generar un triplicado,
se medio el pH a cada muestra, sumergiendo el electrodo en el centro de esta. Entre una
medicion y otra y realizo lavado del electrodo con agua destilada.

Concentracion de solidos solubles: Con ayuda de un refractometro digital se midio6 los
°Brix del mucilago, determinacion que refleja los sélidos solubles en una disolucion, sobre
todo se relaciona a medicion de azucares. Utilizando una almohadilla de algodon, se
agregd la muestra encima del sensor (aproximadamente de 2 a 3 gotas) y se realizé la
medicion.

Densidad indirecta: Esta se determin6 por método indirecto. Primero, con la ayuda de un
termometro se midid la temperatura de la muestra, ya que es necesaria para reportar la
densidad. Seguidamente, se pes6 una probeta con capacidad para 10 mL en una balanza
analitica (P;), luego en la probeta se agregaron 10 mL (Vy ) y se pesé (P,), luego utilizando

la Ecuacion (2) se determiné la densidad indirecta.

. . Rl
Densidad indirecta = ——— 2
Vx

P, = masa de probeta vacia

P, = masa de probeta + 10 mL de mucilago

Vy = volumen de mucilago (10 mL)

Otra caracterizacion realizada fue la microbioldgica; con el fin de determinar la presencia de

microorganismos, sobre todo patdégenos. Esta es un insumo Util para la Cooperativa, ya que con

esta se pueden tomar las decisiones de manejo y almacenamiento; sobre todo, si se considerara un

uso alimenticio. Adicionalmente, Galanakis (2015) indica que uno de los primeros pasos en la

recuperacion de residuos es determinar la carga microbioldgica; siendo un insumo vital para

determinar el pretratamiento necesario que se deba aplicar en el subproducto agroindustrial.
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Anudado a ello, se liga la presencia de microorganismos con la presencia y calidad de la pectina
debido a los procesos metabolicos microbianos que pueden llegar a afectar las sustancias pécticas

en las aguas mieles.

Para esta caracterizacion se utilizd el mucilago diluido, obtenido de las aguas mieles; su
preparacion se explico al inicio de la seccién. Entre 1 000 y 1 500 mL de muestra se introdujeron
en un recipiente para toma de muestras, de plastico y estéril (Apéndice A). Una vez listo, se
trasladé a las instalaciones del Centro de Investigacion y de Servicios Quimicos y Microbioldgicos
(CEQIATEC), dentro del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica. Se contratd a este centro de
investigacion para realizar las pruebas microbiol6gicas, ya que los ensayos realizados estan
acreditados por el Ente Costarricense de Acreditacion (ECA). En la siguiente tabla se exponen los
andlisis microbioldgicos realizados y el procedimiento por el cual se llevaron a cabo, estos fueron

ya predeterminados por el laboratorio contratado.

Tabla 10

Anédlisis microbioldgicos y su respectivo procedimiento.

Anélisis Procedimiento
Recuento coliformes totales (UFC/mL) PT-MIC-27
Recuento Escherichia coli (UFC/mL) PT-MIC-27
Recuento de hongos filamentosos (UFC/mL) PT-MIC-35
Recuento de levaduras (UFC/mL) PT-MIC-35
Recuento mesoéfilo aerobio (UFC/mL) PT-MIC-34
Recuento de enterobacterias (UFC/mL) PT-MIC-27

2. Realizar la extraccién de pectinas contenidas en el mucilago de café, a lo largo de la

temporada de cosecha, mediante hidrdlisis acida.

La metodologia para la extraccion de pectina del mucilago de café se basé en procedimientos
realizados por Valespino-Leon, y otros (2021) y Mendoza (2016), con algunas modificaciones.
Dichas modificaciones se realizaron con base en la disponibilidad de equipos, insumos y cristaleria

en el laboratorio. Ademas, también se realizaron pruebas preliminares para familiarizarse y
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estudiar el proceso, para asi hacer ajustes a la metodologia segun el criterio del investigador y lo
mencionado anteriormente. Se tomaron 4 muestras en cada tiempo de cosecha. La cantidad se
muestras se definié basandose la capacidad del laboratorio en términos de cristaleria y equipos,
por ende, no podia ser superior a 4.

En la Figura 7 se observa el procedimiento efectuado para obtener pectinas de las aguas mieles del
café. El proceso inici6 con la preparacion de la muestra, mediante la filtracion de las aguas mieles.
El liquido filtrado se llevé a hidrolisis acida (70-73 °C por 40 minutos), agregando agua destilada
en una proporcion 1:1y acidificando el medio, con acido citrico al 70%, hasta un pH de 3,5. Luego
de hidrolizar, se dejo enfriar a temperatura ambiente hasta que alcanzara los 25°C. Seguido, el
material hidrolizado y enfriado se centrifugd y después se realizé el precipitado con alcohol etilico
al 96% (4 °C), para obtener los sdlidos insolubles en alcohol. Esta disolucion se llevd a
centrifugacion, de la cual se obtuvo un precipitado gelatinoso. A este precipitado se le aplicaron
dos lavados (alcohol etilico al 96%, 4°C), para aumentar la recuperacion y pureza del precipitado.
Se procedié con la filtracién al vacio, en la cual se aplicaron dos lavados mas (alcohol etilico al
96%, 4 °C) sobre el sélido retenido. El material recuperado se congeld, y luego se liofiliz6, de esta
forma al no aplicar calor se procura la calidad y estructura del polimero. Por ultimo, la pectina
liofilizada se moli6 por 3 minutos a 10 000 RPM, condiciones que se establecieron gracias a las
pruebas preliminares, ya que en ellas se observd que a menos RPM se obtenia una pectina final
con forma de cristales o pequefias ““escamas”” que podian dificultar su solubilidad.

59



Figura 7

Diagrama de proceso para extraccion de pectina

del mucilago contenido en las aguas mieles.

Filtracion aguas mieles

I

Hidrdlisis acida
(Agua destilada 1:0,25, pH 3,5, 70-73°C por 40
minutos)

!

Enfriamiento
(25°C)

!

Centrifugado
(4000 RPM, 15 minutos a 25°C)

!

Precipitado
(Alcohol etilico al 9696 1:1 , 4°C por 15 minutos)

!

Centrifugado
(4000 RPM, 15 minutos a 4°C)

}

Filtrado al vacio

!

Congelado
(48 horas a -15°C)

}

Liofilizado
(24 horas a 1,5-5 mBar)

!

Molienda
(3 minutos a 10 000 RPM)
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3. Comprobar la funcionalidad, como aditivo alimentario, que posee la pectina extraida de las

aguas mieles del beneficiado del café.

Se llevo a cabo una prueba de viscosidad para medir la resistencia que genera la pectina de
mucilago de café como aditivo alimentario, principalmente con respecto a la gelificacion. Dicha
prueba se realizé elaborando 3 formulaciones de mermelada de fresa, todas bajo los mismos
parametros, pero variando en ellas la pectina utilizada. Se escogié la fresa, por su bajo contenido
de pectina (Prera, 2000), de esta forma no se interfiere con las mediciones en la formacion del gel.
Por otro lado, es importante mencionar que el nombre de la pectina comercial utilizada no se

expondra.

La preparacion de las muestras comprendio la molienda de las fresas con la ayuda de un RETSH
GRINDOMIX GM200 por 2 minutos a 6 000 rpm, con el fin de minimizar al maximo posible el
tamanfo de particula y evitar asi interferencias en la medicion de viscosidad. Una vez triturada la
fruta, se procedio a elaborar la mermelada, las tres se llevaron a coccion, asegurando la
concentracion de solidos finales en 65 °Brix, pH de 3,5 y 1% de pectina adicionada segln
corresponda. La pectina se agregd en conjunto con el azlcar para evitar la formacion de grumos.
La primera formulacién se realizé utilizando pectina comercial (MPC), la segunda con pectina
extraida del mucilago de café (MPM) y una mermelada control (MC) sin ningun tipo de pectina;
esta Ultima tuvo la misma preparacion y pardmetros finales de °Brix y pH. Las tres formulaciones
se dejaron enfriar a temperatura ambiente para evitar errores en medicion de viscosidad por

diferencia en la temperatura de muestra.

Luego de enfriarse (19°C), las muestras se sometieron a la medicion de viscosidad con ayuda de
un viscosimetro BROOKFLIED DV-II1+PRO, realizando un triplicado para cada una de ellas (S.
Infante, comunicacion personal, 27 de marzo del 2023). En un beaker se colocaron 125 mL de
muestra (capacidad del equipo), luego se introdujo el husillo o sonda S64 (recomendada por el
fabricante para el tipo de producto) en el centro de la muestra, asegurandose de insertar el husillo
a la misma profundidad en todas las muestras con ayuda de un arco de proteccién con el que
contaba el equipo. La configuracion del equipo para realizar la medicion de viscosidad fue: 60 rpm
por 15 minutos (S. Infante, comunicacion personal, 27 de marzo del 2023). Las evidencias de

medicion de este parametro se pueden observar en el Apéndice C.

61



Capitulo 1V. Resultados y Discusion de Resultados

4.1 Caracterizacion fisicoquimica

En el siguiente apartado se exponen los resultados de los andlisis fisicoquimicos realizados al

mucilago recuperado de las aguas mieles.

4.1.1 Densidad

Los valores de densidad encontrados en esta investigacion, segun los tres tiempos de cosecha en

los que se tomaron muestras se presentan en la Tabla 12

Tabla 11

Densidad indirecta promedio del mucilago de café segun tiempo de

cosecha.
Densidad indirecta promedio
Tiempo de cosecha (g/mL)
IC (0,9858 + 0,0034)
PC (1,0306 + 0,0634)
FC (0,9910 + 0,0130)

Estos valores tienen cierta similitud con los encontrado por Mendoza (2016) quien reporta que el
mucilago de café posee una densidad de 1,0155 g/mL; también con lo reportado por Garcia (2009)
con valores de densidad entre 0,9451 y 0,9933 g/mL. En ambos casos se carece de informacion
sobre el momento de recoleccion de las muestras, informacion que permitiria tener mas detalle

para relacionar los datos determinados en las muestras de Coopetarrazu.

Con el fin de determinar si existen diferencias significativas entre los valores de densidad segun
el tiempo de cosecha se llevo a cabo un andalisis ANOVA y una prueba de Tukey. Utilizando un
valor de confianza del 95% y un nivel de significancia de « = 0,05 se obtuvo un valor de p = 0,269

(p > ). Los resultados de la prueba Tukey demuestran que no existen diferencias significativas
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entre los valores de densidad indirecta a lo largo del periodo de cosecha de café (Figura 8). A pesar
de no encontrar diferencias significativas para la densidad en los distintos tiempos de cosecha,
cabe recalcar que la densidad en PC se evidencia como ligeramente mayor. Esto se puede explicar
debido a que durante el pico de cosecha normalmente se procesa una cantidad mayor de cerezas
de café (P. Cascante, comunicacion personal, 13 de marzo del 2023). El efecto de una mayor
cantidad de cerezas contenidas temporalmente en los silos incrementa la posible ruptura de la pulpa
y transferencia de mucilago durante el despulpado, generando aguas mieles con una carga mayor
de sélidos. Ademas, por el mismo proceso fisioldgico de la maduracion es previsible la mayor
concentracion de azUcares y es conocido el incremento de la densidad con la mayor presencia de

solidos solubles y viceversa.

Figura 8

Grafico de comparaciones simultaneas de intervalos de confianza de Tukey
para la densidad del mucilago de café segln tiempo de cosecha.
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4.1.2 Concentracion de solidos solubles

La concentracion de solidos solubles se determind por medio de la medicion de los °Brix. Para las

muestras analizadas se obtuvieron los valores de la Tabla 13.

Tabla 12

°Brix promedio del mucilago de café segun tiempo de cosecha.

Tiempo de cosecha °Brix

IC (48+£0,3)
PC (54+0,2)
FC (5,0£0,1)

Al analizar la varianza de los datos utilizando un 95% de confianza, se obtuvo un p = 0,038. Por
otro lado, se realizo la prueba Tukey. De ella se confirma que existe una diferencia significativa
entre los valores de °Brix de PC e IC. Pero también indica que no existe diferencia significativa
entre la concentracion de azlcares de IC y FC. Para justificar dicha afirmacion, se adjunta en la

Figura 9 el grafico sobre comparaciones de intervalos de confianza de Tukey y en la Tabla 14 la
comparacion en pareja de Tukey.

Figura 9

Grafico de comparaciones simultineas de intervalos de confianza de

Tukey para los °Brix del mucilago de café segin tiempo de cosecha.

FC-IC | *

EC - PC L -
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Tabla 13

Resultado comparacion en parejas de prueba Tukey para °Brix del mucilago de café

segun tiempo de cosecha.

Factor N Media Agrupacion

PC 3 5,4 A*

FC 3 5,0 A* B*

IC 3 4,8 B*

Nota: Tomado de analisis estadistico realizado con MiniTab.

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Los tres tiempos de cosecha mostraron valores por debajo del reportado por Guerray Rueda (2021)
de 7,2 °Brix; sin embargo, estos autores no hacen referencia al momento durante la cosecha en el
cual se hizo la toma de la muestra; lo cual dificulta la comparacién de los resultados con la teoria,
especialmente porque se determind que si existen cambios en el contenido de sélidos solubles
(Tabla 14) del mucilago contenido en las aguas mieles a lo largo de la temporada de cosecha.
También se pueden generar cambios en esta determinacion por el volumen de agua utilizado
durante el procesamiento del café y por la cantidad de frutos de café que se procesaron; ya que, al
trabajar con una cantidad mayor, se puede esperar un aumento en los azucares disueltos en las

aguas mieles.

La diferencia significativa entre PC e IC se justifica debido al proceso de maduracion del fruto de
café y la dinamica de recoleccion que se da en cafetales. Tipicamente en el inicio de cosecha, la
cantidad de frutos maduros es menor que durante el pico de cosecha. Al igual que otros frutos, la
cereza de café al entrar en madurez, convierte sus azlcares mas complejos en azlcares mas
simples, los cuales tienen mayor solubilidad en agua. Este proceso se lleva a cabo por medio de
acciones enzimaticas propias del proceso natural de maduracion que incluye transformaciones de
la molécula de pectina. Con respecto a este polimero, existen una variedad de glicosidasas que se
encargan de eliminar aztcares como la galactosa, ramnosa y arabinosa de la cadena principal del

polisacarido, por ende, estas quedan suspendidas en el medio y aumentan la concentracion de
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solidos solubles (Pagan, 1996). Por otro lado, que no exista diferencia significativa entre los °Brix
de IC y FC radica también en el comportamiento de la recoleccion de los frutos en esos
determinados momentos de la cosecha. El inicio de cosecha y final de cosecha se caracterizan por
ser similares con respecto a la distribucion del tipo y estado del café recolectado; cominmente se
les conoce como granea (inicio de cosecha) y repela (final de cosecha). Para ambos casos, los
frutos presentes en estas épocas no poseen tanta uniformidad en madurez como en el pico de
cosecha y por ende se encuentran frutos que no poseen la madurez Optima (P. Cascante,
comunicacion personal, 13 de marzo del 2023).

4.1.3 pH

En la Figura 10 se expone un grafico con los datos obtenidos de pH del mucilago de café, segun
el tiempo de cosecha en el que se recolectd la muestra. Para el IC se obtuvo un valor de pH
promedio de (4,68 + 0,01), para el PC de (4,47 £ 0,02) y para el FC de (4,80 £ 0,01). Estos valores
son cercanos al determinado por Guerra y Rueda (2021) de 4,5; sin embargo, como en los casos

anteriores, no se reporta en qué momento de la cosecha se recolect6 la muestra.

Figura 10
Valores de pH del mucilago de café segun tiempo de cosecha.

4.8%

4,80 o
475
470
*
T 485
a
450
4,55
450
»
4,45 ]
I PC FC

66



Al igual que las demaés pruebas fisicoquimicas realizadas, se determino si existe una diferencia
significativa en el valor de pH a lo largo de la cosecha de café. Luego de realizar un ANOVA 'y
una prueba de Tukey, se determina que si existe una diferencia significativa entre las 3 muestras
de pH; lo que quiere decir que se respalda estadisticamente que el pH del mucilago de café tiene
variaciones a lo largo de la temporada de cosecha. Esta afirmacion se respalda con el grafico en la
Figura 11; ademas, en la Tabla 15 se demuestran los resultados obtenidos de la comparacion de

parejas de Tukey.

Figura 11
Grafico de comparaciones simultaneas de intervalos de confianza de

Tukey para el pH del mucilago de café segun tiempo de cosecha.
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Tabla 14
Resultado comparacién en parejas de prueba Tukey para pH del mucilago de café

segun tiempo de cosecha.

Factor N Media Agrupacién

FC 3 4,79667 A*

IC 3 4,68000 B*

PC 3 4,47333 c*

Nota: Tomado de analisis estadistico realizado con MiniTab.

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

El cambio de pH en el mucilago recuperado de las aguas mieles de café se podria llegar a explicar
por varias razones. Una de ellas es la desintegracién de la pectina a moléculas mas simples que
acidifican el medio, debido al proceso de maduracion y la otra posible explicacion es por la accion
microbiolodgica (Tabla 16, 17 y 18) (R. Calderdn, comunicacion personal, 13 de enero del 2023).

Esta Gltima se detalla mas en la siguiente seccion de anélisis microbioldgico.

La pectina en los tejidos vegetales es la responsable de otorgar rigidez y estructura. La maduracién
natural de los frutos conlleva un ablandamiento y pérdida de cohesion de sus tejidos; esto se debe
a un proceso de desintegracion de la pectina. Con forme el fruto aumenta su madurez, hay un
incremento en el contenido de pectina soluble en agua. Este fendmeno de solubilizacién de la
pectina se debe a la accidn de las enzimas pectinasas y otras que puedan tener efecto sobre algun
grupo funcional o union presente en este polimero. Una de ellas es la exopoligalacturonasa,
perteneciente a las poligalacturonosas; cuya funcion es separar los residuos de &cido galacturonico,
lo que podria aumentar la acidez del medio; y precisamente la presencia de esta enzima aumenta
con la maduracion del fruto (Pagan, 1996). Otra molécula que por naturaleza puede llegar a
acidificar el medio es el acido péctico, en este caso la pectato liasa (poligalacturonato liasa) cataliza
la ruptura de los enlaces entre los &cidos pécticos, por medio de una endo o exo trans-eliminacion.
Sin duda alguna son numerosas las enzimas que actlan en la catalizacion de mecanismos

relacionados a la desintegracion de las sustancias pécticas (Uenojo & Pastore, 2007).
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4.2 Analisis microbiologico

A continuacion, se muestran los resultados de los andlisis microbioldgicos, segun los 3 diferentes

tiempos de cosecha en los que se recolectd muestra (IC, PC y FC)

Tabla 15

Resultados anélisis microbiolégico mucilago de café IC.

Anélisis Resultado
Recuento coliformes totales (UFC/mL) 5,0 x 10*
Recuento Escherichia coli (UFC/mL) 4,9 x 103

Recuento de hongos filamentosos 1,0 x 10°

(UFC/mL)

Recuento de levaduras (UFC/mL) 1,2 x 107

Recuento mesdfilo aerobio (UFC/mL) 4,0 x 107

Recuento de enterobacterias (UFC/mL) 2,0x 10°
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Tabla 16

Resultados analisis microbioldgico mucilago de café PC.

Anélisis Resultado
Recuento coliformes totales (UFC/mL) 4,1 x 10*
Recuento Escherichia coli (UFC/mL) 3,0 x 103

Recuento de hongos filamentosos y 5,1x 10°

levaduras (UFC/mL)

Recuento mesofilo aerobio (UFC/mL) 1,8 x 107

Recuento de enterobacterias (UFC/mL) 1,6 x 10°
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Tabla 17

Resultados analisis microbioldgico mucilago de café FC.

Anélisis Resultado
Recuento coliformes totales (UFC/mL) 2,0 x 106
Recuento Escherichia coli (UFC/mL) 1,0 x 103
Recuento de hongos filamentosos 1,0x 10°
(UFC/mL)

Recuento de levaduras (UFC/mL) 4,1 x 10°
Recuento mesdfilo aerobio (UFC/mL) 2,3 x107
Recuento de enterobacterias (UFC/mL) 3,9 x 10°

La realizacion del analisis microbioldgico se baso en la recomendacion dada por Garcia (2009),
ya que después de realizar una de las primeras indagaciones existentes en la extraccion de pectina
del mucilago contenido en las aguas mieles de café, recomienda realizar analisis microbioldgicos
para poder caracterizar completamente la materia prima. Ademas, la recomendacion se basa en el
poder tener insumos para explicar fendmenos relacionados al comportamiento de las aguas mieles
y la extraccion de pectina. Asimismo, al comienzo de este proyecto existia una inquietud con
respecto la inocuidad de la materia prima, ya que se trata de aguas residuales de un proceso
agroindustrial. Esto relacionado con el hecho que uno de los posibles usos para el producto final

es en la industria alimentaria.
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Los tres analisis microbioldgicos expuestos anteriormente en la Tabla 16, 17 y 18, que se realizaron
durante IC, PC y FC demuestran una variada presencia de microorganismos. Para las 3 muestras
se reporta la presencia de las bacterias patdgenas E. coli, enterobacterias y coliformes, siendo la
E. coli la Gnica que se mantuvo constante a lo largo de la temporada de cosecha con un exponencial
de 103. Ademas, es el parametro microbioldgico con menor carga bacteriana (UFC). Por otro
lado, todas las muestras mostraron la presencia de hongos filamentosos, levaduras y mesoéfilos
aerobios, que, a pesar deno ser patdgenos, si son parametros que permiten justificar la degradacion
(por accion microbiologica) de las pectinas y otros compuestos presentes en las aguas mieles que
puedan ser degradados por accion microbiana o enzimatica (enzimas producidas por metabolismo
microbioldgico). Por otro lado, las levaduras y hongos filamentosos se caracterizan por ser
microorganismos que crecen en condiciones &cidas; por lo que su presencia no es inusual en
subproductos como las aguas mieles. Segun el andlisis fisicoquimico realizado en el primer
objetivo, el pH de las aguas mieles se encuentra entre 4,68 y 4,80; rangos acidos que son el
ambiente Optimo para el desarrollo de hongos y levaduras. Dicha premisa también es respaldada
por Guerra y Rueda (2021) quienes detectaron la presencia de estos microorganismos en las

muestras de aguas mieles y un pH que tiende a acido.

La desintegracion de la pectina se ve afectada por la accién enzimética y microbioldgica. Al
tratarse de un microorganismo, dicha desintegracion se da por enzimas que libere al medio o bien
por procesos metabdlicos consuma los carbohidratos presentes en las aguas mieles. Algunas de las
bacterias que producen enzimas pécticas son: Aspergillus niger, Aspergillus sojae, Bacillus sp,
Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Clostridium felsineum, Erwinia aroidae, Fusarium solani,
Penicillium expansum y Rhizoctonia solani (Uenojo & Pastore, 2007). Basado en los criterios
anteriormente descritos, es relevante que en préximas indagaciones sobre extraccion de pectina se
pueda determinar pretratamientos que ayuden a disminuir la carga bacteria y puedan retardar la

desintegracion de las sustancias pécticas, o bien, el compuesto de interes que se desee recuperar.

Otro punto importante es el hecho que no existe ninguna legislacién que determine los parametros
microbioldgicos para la recuperacion de residuos. Por ello, para el caso de las aguas mieles, no
existe algun estudio o reglamentacion que se pueda utilizar para determinar si este material en

especifico es seguro desde un punto de vista microbiolégico. Sin embargo, se puede realizar una
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comparacion, muy general, basandose en el RTC: Alimentos, criterios microbioldgicos para la
inocuidad de alimentos. En este se indican los limites maximos microbioldgicos permitidos en
Centroamérica para alimentos, siendo especifico para cada alimento seglin su procesamiento y
naturaleza. En dicha norma, para bacterias patdgenas se permite, en algunos alimentos, un limite
maximo en E coli. y enterobacterias de 10 UFC/g y coliformes totales < 1,1 NMP/100 mL. Al
comparar estos limites maximos con los resultados obtenidos (Tabla 16, 17 y18) se concluye que
las aguas mieles poseen cargas microbioldgicas peligrosas en términos de inocuidad. Esto sugiere
inmediatamente la necesidad de realizar pretratamientos cuando se quiera utilizar las aguas mieles
como materia prima para la recuperacién de compuestos. Basado en ello y en el fin como aditivo
alimentario, en este proyecto, existe una etapa unitaria que por sus condiciones logran reducir la
carga bacteriana. Esta es la hidrolisis acida, ya que por criterios técnicos al acidificar el medio a
un pH de 3,5y aplicar calor (70-73 °C) por 40 minutos se logra disminuir la carga microbioldgica
a rangos aceptables. Sin embargo, de igual manera es importante realizar un analisis

microbiologico al producto final para asegurar dicha afirmacion.
4.3 Extraccién de pectina
Los rendimientos de extraccion de pectina se plasman en la Tabla 19. En esta se puede observar

que el mayor rendimiento de extraccion se obtuvo a inicios de cosecha; y que el menor se obtuvo

durante el pico de cosecha. Sin embargo, entre IC y FC, los rendimientos son muy cercanos.

Tabla 18

Rendimientos de extraccion de pectina.

Tiempo de cosecha g pectina/l L de agua miel
IC (5,2781 + 0,3891)
PC (3,7775 + 0,1868)
FC (5,0703 + 1,9639)

A pesar de mostrar diferentes rendimientos de extraccion a lo largo de la temporada de cosecha,

segun el anélisis Tukey (95% de confianza) no existen diferencias significativas entre los

73



rendimientos obtenidos. En el analisis de la varianza se obtuvo un p = 0,207. En el grafico con los
resultados de la prueba Tukey (Figura 12) se demuestra que los tres intervalos de confianza
coinciden. Por otro lado, en la Tabla 20 se observa la comparacion en parejas de Tukey, donde se
comprueba que las medias no son significativamente diferentes. Mendoza (2016) realiz6 una
extraccion de pectina utilizando acido citrico como agente acidificante y obtuvo un rendimiento
de 9,24 g de pectina/1L de agua miel; rendimiento que supera a los obtenidos en este estudio. Por
otro lado, el menor rendimiento, que se obtuvo fue en PC, se puede explicar por medio de los
analisis fisicoquimicos realizados. En estos se observa como durante el pico de cosecha hay un
menor pH y una mayor cantidad de solidos solubles, lo cual indica una mayor degradacion de la
pectina; debido a los procesos microbioldgicos y enzimaticos. Esto se vio reflejado precisamente
en el rendimiento de extraccion y por ende en el pico de cosecha, al obtener una mayor cantidad
de frutos con un punto de madurez con mas uniformidad, la presencia de pectina es menor. Bajo
la misma premisa se explica porque se obtuvieron rendimientos de extraccion mayores durante IC
y FC.

Figura 12
Grafico de comparaciones simultineas de intervalos de confianza de

Tukey para el rendimiento de extraccion.
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Tabla 19

Resultado comparacion en parejas de prueba Tukey para el rendimiento de

extraccion.

Factor N Media Agrupacién
IC 4 5,278 A*

FC 4 5,070 A*

PC 4 3,777 A*

Nota: Tomado de analisis estadistico realizado con MiniTab.

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

A pesar de que la metodologia utilizada logré la extraccion de las sustancias pécticas exitosamente,
es necesario seguir con la investigacion para obtener el procedimiento 6ptimo para la recuperacion
de este biopolimero; basandose en tecnologias de quimica sostenible donde se minimice la
generacion de residuos y la utilizacion de insumos contaminantes. Dentro de las posibles mejoras
que se deben tomar en cuenta, sin duda alguna se debe crear un procedimiento para la recuperacion
de las aguas mieles, tomando como insumo los analisis ejecutados en este proyecto y la discusion
ejecutada de los mismos. Dentro de un posible procedimiento para la utilizacion de las aguas
mieles como insumo para la obtencion de biocompuestos, se debe tomar en cuenta la alta carga
microbioldgica y la accidén enzimatica, que son factores que afectan las moléculas que se quisieran
extraer. Por otro lado, en términos de escalar la extraccidn de pectina es necesario poder adaptar
la linea de procesamiento del café para un tratamiento inmediato de este subproducto, debido a su
rapido deterioro. Asimismo, se deben tomar en cuenta los insumos, sobre todo el alcohol, ya que
se pudo identificar que este es el insumo mas utilizado en el proceso de extraccién de pectinas y

en este caso resulto ser una limitante.
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4.4 Viscosidad

La finalidad de realizar mediciones de viscosidad en mermeladas utilizando pectina comercial
(MPC) y la pectina de mucilago de café (MPM) es poder comprobar la funcionalidad que posee
para formar geles, esto aplicado en un producto. Los resultados de medicion de viscosidad se
exponen en la Tabla 21.

Tabla 20

Resultados de viscosidad promedio.

Cddigo de muestra Viscosidad (cP)
MPC (65,2 + 2,0)
MPM (32,3 +2,9)
MC (23,0 £ 2,5)

Analizando los datos con una prueba de Tukey, se determind que existe diferencias significativas
entre las tres formulaciones realizadas. Lo cual sugiere que a pesar de que la pectina de mucilago
no generd una viscosidad similar a la de MPC, si gener6 una viscosidad mayor a la mermelada
control y significativamente diferente. Esto quiere decir que en efecto la pectina de mucilago de
café generd un hidrogel que aport6 cierta viscosidad al producto. En la Figura 13 se observa el
grafico de comparaciones simultaneas, donde se observa que ninguno de los intervalos de
confianza comparte un rango y ninguno se encuentra dentro de cero. Asimismo, en la Tabla 22 se

observan los resultados de la comparacion de pares de Tukey.
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Figura 13
Grafico de comparaciones simultaneas de intervalos de confianza de

Tukey para la viscosidad segin formulaciones

MPM - MPC .
MC - MPC I *
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Tabla 21

Resultado comparacion en parejas de prueba Tukey para la viscosidad segln

formulaciones.

Factor N Media Agrupacion

MPC 3 65,17 A*

MPM 3 32,30 B*

MC 3 23,03 c*

Nota: Tomado de andlisis estadistico realizado con MiniTab.

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Como se mencion0d anteriormente, con base en el analisis estadistico se puede confirmar que la
pectina extraida genera geles al ser utilizada como aditivo alimentario; sin embargo, la viscosidad
que aporta en un producto no es igual estadisticamente a la de una pectina comercial. Por otro lado,
es importante mencionar que la pectina de mucilago de café utilizada es un prototipo, lo que quiere
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decir que aun carece de procedimientos de purificacion y estandarizacion. Las pectinas
comerciales son formulaciones ya estandarizadas, muchas veces previamente mezcladas con
sacarosa Yy otros aditivos que impulsan las propiedades gelificantes que posee este polimero
(Garcia, 2009). Por ello, se debe seguir incursionando en la mejora de este extracto para que se

pueda potenciar sus habilidades como biopolimero.

Por altimo, con la metodologia aplicada en este proyecto se logré extraer sustancias pécticas
presentes en el mucilago de café contenido en las aguas mieles. Esto sugiere que la recuperacion
del biopolimero resulta como una opcidn viable, desde el laboratorio, para la valorizacion de este
subproducto en CoopeTarrazi R.L. De esta forma, se impulsa las iniciativas que posee la
cooperativa en transformar sus procesos de una economia lineal a una mas circular. Sin embargo,
aun se debe mejorar el procedimiento de extraccion y de formulacién del producto final para
obtener un producto de calidad. A esto se suma el hecho de que no existe una legislacion vigente
que norme desde un punto microbiolégico, de calidad, e incluso legal la utilizacion de las aguas

mieles como materia prima para la recuperacion de biocompuestos.
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Capitulo V. Conclusiones y recomendaciones
5.1 Conclusiones
Luego de realizar la caracterizacion del mucilago de café se determind las propiedades
fisicoquimicas y microbioldgicas que logran explicar el comportamiento de la pectina. En este
analisis se pudo denotar diferencias significativas en los valores de °Brix, que junto al pH se ven
afectados por la accion enzimatica y microbiologica, y se relacionan a la presencia y calidad del
polimero en estudio. Asimismo, se encontrd la presencia de microorganismos que aceleran el

deterioro de las aguas mieles y bacterias que amenazan contra la inocuidad alimentaria.

Se logro extraer exitosamente pectinas del mucilago contenido en las aguas mieles del café; como
alternativa a la recuperacion de residuos en CoopeTarrazu R.L. La extraccion se realizé por medio
de una hidrdlisis &cida, acidificando el medio con &cido citrico y liofilizando la pectina para
asegurar su calidad; siendo el mayor rendimiento de extraccion de 5,2781 g de pectina/1L de agua
miel proveniente de IC. Asimismo, estadisticamente no existen diferencias significativas entre la

extraccion de pectinas en diferentes tiempos a lo largo de la temporada de cosecha.

En cuanto a la caracterizacion de la pectina obtenida, las pruebas de viscosidad mostraron que es
capaz de formar un gel que si aporta viscosidad a un producto alimenticio. Aungue, no genera una
viscosidad similar estadisticamente, bajo las mismas condiciones, a la pectina comercial. No
obstante, esta ultima cuenta con una estandarizacion previa, que le permite tener una purificacion

e incluso la adicion de otros componentes que puedan asegurar la formacién del gel.
5.2 Recomendaciones
Con respecto al proceso de extraccion de pectina, se recomienda a CoopeTarrazu R.L seguir

investigando y mejorando el proceso; realizando variaciones especialmente en la preparacion de

la muestra ya que podrian aumentar los rendimientos.
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Asimismo, se recuerda tener suma atencion al proceso de hidrolisis acida, ya que es una etapa
crucial y la variacion en sus condiciones afecta directamente la cantidad y calidad de pectina
extraida. Siguiendo la linea de recomendaciones del proceso, también se aconseja a la empresa
considerar la destilacion del alcohol contenido en los residuos de las etapas de precipitacion y
lavados, con el fin de reutilizarlo durante este mismo proceso. Ademas, el alcohol es el insumo
mas utilizado en el proceso, por lo que podria incluso llegar a ser una limitante del proceso si no

se cuenta con la cantidad necesaria.

También se recomienda evaluar tratamientos en las aguas mieles que faciliten su recuperacion y
la de biocompuestos. Al mismo tiempo, si se desea escalar la extraccion de pectina, es importante
que se generen procedimientos para disminuir la desintegracion de la pectina por accion enzimatica
y microbioldgica. Algunos de los métodos que se puedan utilizar son la pasteurizacion aplicando
calor, o pasteurizaciéon aplicando altas presiones hidrostaticas (para disminuir la temperatura
utilizada); o incluso métodos alternativos como la utilizacién de rayos ultravioleta. Ademas, se
puede considerar la evaluacion estadistica del comportamiento y extraccion de la pectina extraida
con respecto a valores fisicoquimicos por medio de una correlacién. Sin embargo, es importante

aumentar el namero de muestra para disminuir el error y validez de los datos.

Por ultimo, en general, seguir indagando en las posibilidades de recuperacion de residuos dentro
de CoopeTarrazt R.L; utilizando como base los insumos aportados en esta investigacion. Se
recomienda aprovechar los azlcares fermentables que existen en las aguas mieles, donde se puede
optar por una concentracion de la muestra para disminuir el volumen de la misma y aumentar los
°Brix. De igual forma, seguir investigando las aplicaciones que posee la pectina de mucilago de
café, no solo en la industria alimentaria. Para terminar, se recomienda que, al momento de seguir
investigando en diferentes alternativas para aprovechar los subproductos, tomar en cuenta métodos
de quimica sostenible. Esto ya que es una tendencia dejar atras el uso de solventes altamente

contaminantes y peligrosos para la salud, y migrar al uso de tecnologias mas ~“limpias””.
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Capitulo VII. Apéndices y Anexos

7.1 Apendices

Apéndice A. Fotografias de andlisis fisicoquimico realizado en el laboratorio al mucilago de
café obtenido de las aguas mieles.

Figura 14

Evidencia determinacion densidad indirecta del mucilago de café.
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Figura 15

Evidencia medicién el pH del mucilaao de café.

Figura 16
Recipiente esteril para toma de muestras

microbioldgicas.
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Figura 17

Evidencia filtracion de las aguas mieles.
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Apéndice B. Fotografias proceso de extraccion de pectinas.

Figura 18

Evidencia primer centrifugado.

Nota: Frascos luego de realizar la primera
centrifugacion, se observa la separacion de
fases.
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Figura 19

Evidencia del filtrado al vacio.

Figura 20
Evidencia del precipitado de pectina.
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Figura 21

Evidencia nroceso de liofilizacion de la pectina.
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Figura 22
Pectina extraida en contraste con pectina

comercial.

Nota: La pectina A corresponde a la extraida del
mucilago contenido en las aguas mieles, mientras
que la B es pectina comercial.
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Apéndice C. Fotografias de la prueba de viscosidad.

Figura 23

Evidencia medicién de viscosidad.
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7.2 Anexos

Anexo A. Hoja de seguridad del acido citrico

Figura 24

Hoja de seguridad del acido citrico.

Propiedades Fisicas y Quimicas

Estado fisico Saolido.

L Granulos, cristales o polvos finos cristalinos incoloros a
Apariencia y olor .
blancos., Sin olor.

Concentracion 99,0 —102.0 %

2,1 (solucion 0,1M a 20 °C) — 1,2 (solucion al 20 % a 20
pH

*C).
Temperatura ebullicion 175 °C (se descompone).

1,540 (Acido Citrico Monohidratado) — 1,665 kg/L a 20 °C
{Acido Citrica)

Muy buena solubilidad en Agua. Buena solubilidad en
Alcohol Metilico, Alcohol Propilico y Alcohol Amilico -
Moderada solubilidad en Acetato de Amilo, Acetato de

Densidad (Agua.1)

Solubilidad en agua

Etilo y Dietil Eter - Insoluble en Cloroformo.

Primeros Auxilios

Inhalacion: trasladar a la persona donde exista aire fresco. - En caso de paro respiratorio,
emplear método de reanimacion cardiopulmonar. - Si respira dificultosamente se debe
suministrar Oxigeno. - Conseguir asistencia medica.

Contacto con la piel: lavar con abundante Agua, hasta retirar completamente el producto
de la piel. Sacarse la ropa contaminada y luego lavarla. De mantenerse alguna molestia,
solicitar ayuda médica.

Contacto con los ojos: lavarse con abundante Agua en un lavadero de ojos, por 5
minutos como minimo, separando los parpados. De continuar la irritacion, recurrir a un
centro de atencidn meédica.

Ingestion: lavar la boca con bastante Agua. Dar a beber abundante agua. Enviar a un

servicio médico, de haber alguna molestia.

Nota: Tomado de Extraccion de pectinas a partir de mucilago contenido en las
aguas mieles del beneficiado de café por maceracion dinamica y estatica,
Mendoza, 2016.



Anexo B. Hoja de seguridad del 4cido citrico

Figura 25
Especificaciones internacionales de la calidad de pectina.
UE UE FAOMHO FDAMFCC UsF
ESPECIFICACION E440(i) E440(ii) JECFA Pectina Pectina
INTERNACIOMNAL pectina pectina Pectina
amidada

1. Pérdida de secado max 12% max 12% max 12% max 12% max 10%
Ceniza insoluble en acido | max 1% max 1% Imax 1% max 1% -

(3 N HCI)

3. Insolubles totales - - max 3% max 3% -

4. Metilsulfato de sodio - - - miax 0_1% -

5. alcohol  metil, etil, o | maxi1% max 1% max 1% max 1% -
isopropilico libre (en bs)

6. Alcohol metilico - - - - max 0.3%
Alcohol etilico - - - - max 0.5%
Alcohol isopropilico : - - - max 0.5%

T. Didxido de azufre mazx 50 ppm max 50 ppm | max 50 ppm max 50 ppm -

(en bs)

8. | Contenido de nitrageno | max 1% - max 2.5% - -
(pectina)

(en bs y libre de ceniza)

9. Contenido de nitrdgeno - max 2.5% max 2.5% - -
(pectina amidada)

(en bs y libre de ceniza)

10. | Acido galacturdnico (en bs | min 65% min 65% min 65% - min 74%
y libre de ceniza)

11. | Contenido de metoxilo (en | - - - - min &.7%
bs pectina no
estandarizada)

12. | Grado de amidacién - max 25% max 25% max 25% -

13. | AZdcar y acidos organicos - - - - max 160 mgig

14. | Arsénico max 3 ppm max 3 ppm - - max 3 ppm

15. | Plomo max 5 ppm max & ppm max 5 ppm max 5 ppm max 5 ppm

16. | Cadmio max 1 ppm max 1 ppm - - -

17. Mercurno max 1 ppm max 1 ppm - - -

18. | Metales pesados (como | max 20 ppm max 20 ppm | - - -
plomo)

19. | Pesticidas Acorde a regulaciones generales alimenticias

20. | Gérmenes patdgenos Acorde a regulaciones generales alimenticias Ausencia de especies de

salmaonella

21. | Impurezas DI'gEII'iiCEIS Acorde a regulaciones generales alimenticias Limites definidos
volatiles

-= ninguna especificacian USP = farmacopea USA JEFC = comité Ad-hoc en aditivos alimenticios

bs = base seca FCC = Codex quimico alimenticia FDA = Administracidn federal de drogas y alimentos

UE = Unién Europea FACUWHO= Organizacidn mundial de agricultura /organizacidn mundial de la salud

Nota: Tomado de Evaluacion del rendimiento de extraccion de pectina en aguas
mieles del beneficiado de café procedentes de desmucilaginado mecanico, por
Garcia, 2009.
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