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RESUMEN

Analisis de efectos para el incremento de la DTC y MCF en la cristalizacion
de la mezcla Stevia (Rebaudidsido A) — azucares levdgiros

Elaborado por: Ing. Vianey Rosas Calderon
Dirigido por: Dr. Eusebio Bolafios Reynoso

Dra. Rosalia Cerecero Enriquez

En el presente trabajo se enfoca en determinar las condiciones en la cristalizacion
e incrementar el tamafio y masa de cristal D(2,1) del Rebaudiésido A (Reb A), para
usar como una alternativa de edulcorante en vez de la sacarosa. De los azucares
levégiros como miel de abeja, fructosa de la hidrolisis enzimatica de la sacarosa vy,
fructosa pura; se selecciond miel de abeja, que presenta buenas condiciones de

operacion para la cristalizacion de la mezcla de Reb A-agua-alcohol etilico.

Mediante una caracterizacion fisicoquimica, se valido la pureza y calidad de los
componentes. Se experimentd con diferentes proporciones de alcohol etilico—agua
como solvente, obteniendo un mayor grado de concentracion de saturacion en
porcentajes de 65-35 % con 1.4284 IR y 70-30 % con 1.4242 IR seleccionando
estas mezclas para la cristalizacion. Se obtuvo la curva de solubilidad a 10, 20, 40,
50y 60 °C. Mediante un disefio factorial 22 se evalu6 la proporcion de alcohol etilico
y velocidad de agitacion en el tamafio de particula D(2,1) y la masa de cristal
formado (MCF). La mejores resultados en DTC y MCF se dieron a niveles bajos para
la mezcla de solventes alcohol etilico 65 % - agua 35 %y, alta velocidad de agitacion
250 rpm. Bajo estas condiciones un tamafio D(2,1) y MCF de 67.6251 umy 159.9 g

respectivamente.

Las pruebas organolépticas en escala hedodnica, indicaron que se obtuvo un

producto neutro (me gusta moderadamente) y potencialmente aceptable.



ABSTRACT

Analysis of effects for the increment of the DTC and MFC on the crystallization of

the mixture Stevia (Rebaudioside A)- sugars levorotatory

By: Ing. Vianey Rosas Calderon
Advisor(s): Dr. Eusebio Bolafios Reynoso
Dra. Rosalia Cerecero Enriguez

The present work focuses on determining the conditions in the crystallization and
increment the size D(2,1) and formed mass size the Rebaudioside A (Reb A) as a
sweetener alternative for sucrose. From the sugars levorotatory as honey bee, fructose
from to the hydrolysis enzymatic of the saccharose and, fructose pure; It was selected
the honey bee because was presented best conditions of operation for the

crystallization in the mix of Reb A-water- ethyl alcohol.

Through a physicochemical characterization of said sugar, was validated its purity and
the quality of its components. It was to experience different proportions of the ethyl
alcohol-water as a solvent, obtaining a higher degree of saturation concentration in
percentages of 65-35 % with 1.4284 IR and 70-30 % with 1.4242 IR selecting these
mixtures for crystallization. The solubility curve was obtained to 10, 20, 40, 50, and 60
°C. Through a factorial 22 design was evaluated the proportion of ethyl alcohol and
speed agitation on particle size D(2,1) and the formed crystal mass (MCF). The best
results in DTC and MCF were given at low levels for the solvent mixture Ethyl Alcohol
65 % - Water 35 % and high for the speed agitation 250 rpm. Under these conditions a
maximum size for D(2,1) and MFC of 67.6251 um and 159.9 g respectively.

The hedonic tests showed that a neutral (I like moderately) and potentially acceptable

product was obtained.
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INTRODUCCION

El aumento en la incidencia de trastornos metabdlicos como diabetes, obesidad y
enfermedades cardiovasculares debido al consumo excesivo de azlcar de mesa,
ademas de las modificaciones en los estilos de vida de la poblacion, han resultado en
un aumento en la demanda de edulcorantes alternativos naturales, no nutritivos, de
alta intensidad y bajos en calorias como sustitutos en la dieta. Al no existir un
edulcorante perfecto, la variedad ayuda a desarrollar productos cada vez mas
amigables para el consumidor y, a su vez, prevenir y / o reducir problemas de salud

graves como la obesidad y la diabetes.

Actualmente una alternativa como uso de edulcorante son los glucosidos de esteviol,
los cuales se originan en las hojas de la planta Stevia rebaudiana Bertoni. Los
glucésidos de esteviol poseen cero calorias y se pueden emplear como sustituto del
azucar. Son ideales en las dietas para diabéticos. Ademas, tienen propiedades
sensoriales y funcionales superiores a otros edulcorantes de alta intensidad (Galicia,
2017).

El Rebaudidsido A (Reb A) uno de los glucésidos con mayor proporcion en la planta,
no produce calorias, tiene un sabor agradable, se puede obtener con una pureza
superior al 97 %, esta aprobado por el Comité Mixto FAO / OMS de Expertos en
Aditivos Alimentarios (JECFA por sus siglas en inglés) como edulcorante seguro para

consumao.

La comercializacion de Stevia hoy en dia como edulcorante contiene de 98 a 99 % de
sacarosa (azucar refinada) y 1 % de Stevia. Por lo que no existe como tal un producto
solo a base de Stevia, ademas que conserva un sabor amargo poco agradable al
consumidor. Por lo que es necesario purificar la Stevia comercial (Reb A) a través de
técnicas como la cristalizacion. Por otro lado, se ha observado que la stevia (Reb A)
es altamente levdgiro por lo que se tiene la hipétesis de que complementado con

azucares levogiros; como puede ser la fructosa proveniente de la hidrolisis enzimatica



de la sacarosa, la miel de abeja (hidrolizada por Apis mellifera) en glucosa y fructosa
de manera natural o fructosa pura, podria incrementar su tamafio (masa) de producto
formado y a través de la cristalizacion de la mezcla evitar el amargor original de la

Stevia; obteniéndose un producto factible de ser comercializado.

La purificacion del glucésido de esteviol (Reb A) se realiza de forma artesanal,
“obteniendo un producto de tamafo pequefio (Dprom (2,1) ~ 37 um) que dificulta su
comercializacion y consumo por el alto costo de producciéon” (Galicia, 2017). Dado lo
anterior, es necesario considerar una técnica de purificacién que permita su produccion

a escala industrial y obtener un producto competitivo en el mercado actual.

En este trabajo, se tiene como objetivo general analizar los efectos fenomenol6gicos
y, de las condiciones de operacion para incrementar el tamafio (DTC) y masa (MFC)
de cristal formado mediante la cristalizacion de la mezcla Stevia (Reb A) + azUcares
levégiros como sustituto edulcorante de la sacarosa, de bajo aporte cal6rico, con cierto
valor nutricional, potencialmente levogiro, promoviendo asi su produccién industrial,
comercializacion y competencia ante otros edulcorantes y favoreciendo la disminucion

del consumo de azulcar de cafa.



OBJETIVO GENERAL

Analizar los efectos fenomenoldgicos y de condiciones de operacion para el
incremento del tamafo (DTC) y masa (MFC) de cristal formado mediante la

cristalizacion de la mezcla Stevia (Rebaudidsido A) + Azlcares levogiros.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analizar las zonas de concentracion (proceso de nucleacion) por medio del
diagrama temperatura/concentracion para identificar condiciones de operacion

de la cristalizacion de la mezcla Stevia (Rebaudiosido A) — Azlcares levogiros.

¢ I|dentificar estadisticamente el efecto de la proporcion de alcohol etilico-agua
como solvente y velocidad de agitacion mediante un disefio experimental
aplicado a la cristalizacion de la mezcla Stevia (Rebaudidsido A) — AzUcares
levégiros, para incrementar el tamafio de cristal D(2,1) y masa formada del
producto.

e Determinar las velocidades de agitacion constante que mejoren la cristalizacién
de la mezcla Stevia (Reb A)-miel de abeja considerando variacion en viscosidad
por efecto de la temperatura.

e Evaluar a través de un analisis organoléptico la aceptacién del producto final y
obtener un edulcorante de bajo aporte caldrico con valor nutricional viable de

consumo para diabéticos.



JUSTIFICACION

Se ha observado que la Stevia (Reb A) es altamente levogiro que complementado con
azucares levogiros; como puede ser la fructosa proveniente de la hidrolisis enzimatica
de la sacarosa, la miel de abeja (hidrolizada por Apis mellifera) en glucosa y fructosa
de manera natural o fructosa pura, podria incrementar tamafo (masa) de producto
formado y a través de la cristalizacion de la mezcla evitar el amargor original de la
stevia; obteniéndose un edulcorante sustituto de la sacarosa, de bajo aporte calorico,
con cierto valor nutricional, potencialmente levogiro, propiciando asi su produccion
industrial, factible de comercializacion y competencia ante otros edulcorantes

favoreciendo el decremento del consumo de azucar de cafa.
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CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1 Antecedentes cientificos

Rumelhard et al., (2016), investigaron la seguridad del Reb A, que se obtuvo por
fermentacion de Yarrowia lipolytica que codifica la via metabdlica de Stevia rebaudiana
(Reb A fermentativo). Segun el estudio de toxicidad, “los Niveles de Efectos Adversos
No Observados (NOAEL) podrian ser consecuencia de al menos 2000 mg/kg de peso
corporal/dia o como minimo 660 mg de esteviol equivalentes/kg de peso corporal/dia”,
ésta fue la dosis probada mas alta. La seguridad del Reb A fermentativo producido a

partir de Y. lipolytica fue apoyada por los resultados de los estudios de toxicidad.

Chranioti et al., (2016), aplicaron distintos métodos de secado y encapsularon los
glucdsidos de esteviol (SGs). Utilizaron secado por aspersion, liofilizacién y secado en
horno de vacio con el fin de eliminar el sabor amargo de los glucésidos de esteviol asi
como para mejorar sus propiedades. El porcentaje de micro encapsulacion eficiente
(MEE) vario entre 63.72 % y 82.46 %. Los productos de glucosidos de esteviol
presentaron las mejores caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas empleando

secado por aspersion.

Ritu y Nandini (2016), realizaron un estudio de 60 dias en 20 pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 para evaluar si el polvo de hoja de Stevia administrado por via oral (1 g
por dia) mostrd efectos hipoglucémicos e hipolipidémicos. Los resultados mostraron
qgue los niveles de glucosa en sangre en ayunas y posprandial disminuyeron
significativamente al final del ensayo en el grupo tratado con la preparacion de Stevia.
Ademas, el polvo de hoja de Stevia redujo los niveles de colesterol VLDL y triglicéridos.
El experimento mostro el potencial de las preparaciones de Stevia para regular los

pardmetros bioquimicos asociados con la diabetes mellitus tipo 2.

Urrego (2017), desarrollé una colecta de 10 muestras de miel de abeja proveniente de

dos regiones del departamento de Antioquia (Oriente y Suroeste) y realiz0 analisis
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fisicoquimicos contemplados por la normatividad colombiana encontrando un valor de
rotacion optica de -9,40 y -7,14 respectivamente, siendo la fructuosa (levogira) la

sustancia en mayor proporcion en la miel de abeja.
1.2 Avances

Sanchez et al., (2015), expusieron una técnica para la determinacioén de la DTC a partir
de la velocidad de sedimentacion empleando una solucion de cristales de azlcar de
cafia — etanol anhidro. En base a los perfiles de % transmisién-extincién los cuales
fueron obtenidos mediante un equipo LUMiReader® que utiliza la tecnologia STEP®
(Space- and Time- resolved Extinction Profiles), junto a la técnica de seguimiento de
interfaz, fue determinada la velocidad de sedimentacion de las particulas. El calculo
de la DTC, se obtuvo mediante la solucién de la ecuacion de Stokes, por lo que, el
tiempo de analisis fue corto. Al final, se presentaron validaciones con mediciones
realizadas en un equipo especializado MasterSizer 2000® de Malvern Instruments,
arrojando errores en el rango de 0.55 — 1.75 % y tiempos de medicion de 50 — 100 s,
lo que permiti6 confirmar que la técnica establecida cuantifica la DTC

satisfactoriamente.

Galicia (2017), determiné la curva de solubilidad y la linea intermedia del soluto en
agua en la cristalizacién por enfriamiento de Reb A para el incremento del tamafio de
cristal D(2,1), D(3,2) y masa de cristal formada, como un posible edulcorante sustituto
de la sacarosa, obteniendo una condicién de temperatura para la cristalizacion de 60
a 10 °C.

Sanchez y Bolafios (2017), llevaron a cabo un estudio comparativo de técnicas para la
cuantificacion de distribucién de tamafio de cristal (DTC) en % volumen por medio de
adquisicion de imagenes. Esta técnica se fundamenta en la construccion de la curva
de distribucion log-normal caracteristica de los volimenes de los cristales y la segunda

técnica en un algoritmo con calculos simplificados.
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Los resultados comprueban que las dos técnicas de cuantificacion de DTC en %
volumen mediante adquisicion de imagenes generaron errores menores al 5 % y
pueden ser utilizadas con confiabilidad para la cuantificacién en pseudolinea de DTC
de cristales, sin error significativo entre ambas, pero si una reduccion del tiempo de

procesamiento del 50 %.

Bolafios et al., (2019a), emplearon la técnica de adquisicion de imagenes a través de
la generacidén de secuencias micrograficas de los ndcleos cristalinos visibles a una
temperatura de saturacion, permitiendo conocer los puntos criticos que limitan una
zona de concentracidn para la cristalizacion de Reb A en la mezcla de etanol-agua. El
rango de temperatura viable para su cristalizacion fue de 60 a 10 °C, generando una
mayor concentracion y maxima solubilidad del soluto. A partir de las curvas de
solubilidad para las mezclas de Reb A-etanol-agua (55-45 y 65-35 % v/v), con
velocidad de agitacion de 100 rpm y tiempo de enfriamiento de 60 min, se determiné
la amplitud de sus zonas de concentracion. Concluyendo que la curva de mayor
amplitud que favorece la masa y tamafio de producto formado de rebaudiésido A puro,

fue la mezcla de etanol-agua con 65-35 % v/v.

Bolafios et al., (2019b), desarrollaron interfaces graficas disefiadas en LabVIEW 2017
para el estudio de perfiles de transmision-extincion a partir de velocidades de
sedimentacion para la determinacion de tamafio de particula, en conjunto con las
funciones del médulo de comunicaciones NI-Visa y funciones JULABO. Las interfaces
desarrolladas lograron la integracion de los dispositivos de medicidon a una corrida
experimental de un cristalizador por lotes, que requiere del seguimiento en
pseudolinea del tamafio de la particula del cristal formado. La mezcla empleada para
medir velocidades de sedimentacién y efectuar el célculo de tamafio de particula fue
una solucién saturada de azlcar en agua tridestilada (53.6 mL de agua y 154.4 g de

azucar a 60 °C).
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1.3 Edulcorante

Generalmente suele denominarse “edulcorante” al aditivo alimentario que puede
reproducir el efecto dulce del azucar y que, suele aportar menos energia. “Varios de
ellos son extractos naturales en tanto que otros son sintéticos, en este Ultimo caso

frecuentemente se le denominan edulcorantes artificiales” (Garcia et al., 2013).

1.3.1 Clasificacion

Referente a su clasificacion global, ante la gran variedad de edulcorantes existentes,
los edulcorantes se pueden agrupar en torno a su contenido cal6rico (cal6ricos o no

caldricos), en funcion de su origen (natural o artificial) o incluso respecto a su estructura

quimica (Garcia et al., 2013).
La clasificacidon actual de los principales edulcorantes se presenta en la Tabla 1.1

Tabla 1. 1 Clasificacién de edulcorantes

Caldricos Naturales | AzuUcares Sacarosa, glucosa, dextrosa, fructosa, lactosa,
maltosa, galactosa y trehalosa,

tagatosa. Sucromalat*

Edulcorantes Miel, jarabe de arce, azGcar de palma o de coco y

naturales cal6ricos jarabe de sorgo

Artificiales | AzUcares Jarabe de maiz de alto fructosa, caramelo, azlcar

modificados invertido

Alcoholes del azlicar | Sorbitol, xilitol, manitol, eritritol mailtitol,

isomaltulosa, lactitol, glicerol

No Naturales Edulcorantes Luo Han Guo, stevia, taumatina, pentadina,
caldricos naturales sin calorias | monelina, brazzeina
Artificiales | Edulcorantes Aspartamo, sucralosa, sacarina, heotamo,
artificiales acesulfame K, ciclamato, nehosperidina DC,

alitamo, advantamo

Fuente: (Garcia et al., 2013). *Valor calérico similar a la fructosa, si bien realmente se trata de un

oligosacarido artificial.




Fundamentos teéricos

1.4 Stevia rebaudiana Bertoni

La Stevia es una planta herbacea de la familia de los crisantemos (Figura 1.1). La
planta de nombre cientifico Stevia rebaudiana Bertoni es famosa por su gran dulzura
debida al contenido de glucésidos de esteviol, que estan clasificados como aditivos
alimentarios con el nimero E960 en la Union Europea.

Proviene del nordeste de Paraguay en la region de la Cordillera de Amambay, donde
todavia se encuentra en estado silvestre. También conocida como “hierba dulce” debe
su nombre al botanico y médico espafiol Pedro Jaime Esteve, quien fue el primero en

investigar la Stevia como edulcorante natural.

El nombre completo de la planta se refiere a Moisés Santiago Bertoni, quien fue el
primero en describir este espécimen oficialmente en Paraguay en 1899. En 1970, la
Stevia se introdujo comercialmente en el mercado en Japon como edulcorante (Jakub
y Zbigniew, 2019).

Figura 1. 1 Planta Stevia: a) arbusto y hojas y b) flores (Galicia, 2017)

En las hojas de Stevia rebaudiana Bertoni (Asteraceae) se acumulan grandes
concentraciones de glucésidos de esteviol, incluidos el Esteviésido (4-20 %), el
Rebaudiésido A (1-3 %) y otros glucésidos de esteviol menores (<0.1 %). Estos

10



Fundamentos teéricos

glucésidos de esteviol son 200-300 veces més dulces que el azlcar de cafia con

buena biocompatibilidad.

Estos diterpenoides también muestran una amplia actividad terapéutica, ya que el
consumo regular de glucosidos de esteviol disminuye los niveles de azlcar y colesterol
en la sangre, suprime el crecimiento neoplasico, mejora la regeneracion celular y
fortalece los vasos sanguineos (Adari et al., 2016). La taxonomia de la planta de Stevia

se presenta en la Tabla 1.2

Tabla 1. 2 Taxonomia de la Stevia Rebaudiana Bertoni

Dominio Eukaryota
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Superdivisiéon Spermatophyta
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Subfamilia Asteroideae
Geénero Stevia

Especie S. Rebaudiana Bertoni

Fuente: (Esmat et al., 2010 citado por Galicia, 2017).

1.4.1 Composicion

Los glucosidos de esteviol son el principio dulce de la Stevia y aproximadamente
componen el 10 % - 20 % del peso seco total. Estos se encuentran en porcentajes
variables en las hojas de la planta (Tabla 1.3). Los glucésidos de esteviol consisten en
una mezcla de compuestos que contienen un esqueleto de esteviol conjugado a

cualquier nimero o combinacion de los principales restos de azUcar en cualquiera de

11
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las orientaciones que se producen en las hojas de Stevia rebaudiana Bertoni,

incluyendo glucosa, ramnosa, xilosa, fructosa y desoxiglucosa (JECFA, 2016).

Tabla 1. 3 Glucosidos dulces en las hojas de Stevia

Glucésidos Contenido en % de las hojas en peso seco
Esteviosido 58+ 1.3 9.1 5-10
Rebaudidsido A 1.8+ 0.2 3.8 2—4
Rebaudiésido C 1.3+04 0.6 1-2
Dulcésido ND 0.3 0.4-0.7
Fuente: Tomado y adaptado de Salvador et al., (2014); Gardana et
al., (2003), Goyal et al., (2010)

Los glucosidos de esteviol no se acumulan en el cuerpo y tienen numerosas
propiedades promotoras de la salud, ya que exhiben efectos antioxidantes,
antibacterianos, antifingicos, anticaries, hipotensivos o hipoglucémicos (Harriet,
2004).

Se ha aislado un total de 8 glucésidos de esteviol diterpenoides identificados como
estevidsido, rebaudiosido A, B, C, D y E, dulcésido A a partir de este extracto, que
consiste en un polvo blanco-amarillo obtenido después de procesar las hojas secas
por métodos fisicoquimicos (Vazquez et al., 2018). Desde 1990, un gran numero de
paises han sido incluidos como productores de stevia, como China, India, Brasil,
Corea, México, Estados Unidos, Indonesia, Tanzania y Canada (Martines et al., 2016).

En la Tabla 1.4 se muestra el punto de fusion comparativo, la rotaciéon especifica, el
peso molecular y el porcentaje de solubilidad en agua para los ocho glucoésidos de

diterpeno dulces de las hojas de Stevia rebaudiana.

El Reb A {Mp 242-244 ° C; [«] D?* -20,8 ° (c 0,84, MeOH) C,, H,,0,3; peso molecular
de 966}, el segundo glucosido de diterpeno dulce mas abundante en las hojas de

Stevia rebaudiana, debido a que contiene una unidad de glucosa adicional en su

12
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molécula, es considerablemente més soluble en agua que el estevidsido (Douglas,
2002).

Tabla 1. 4 Datos fisicos y de solubilidad de glucésidos de esteviol

Componente Mp(°C) Rotacioén Peso molecular | Solubilidad en
especifica [a]D?5 agua (%)
(grado)
Steviosido 196-198 -39.3 804 0.13
Rebaudiosido A | 242-244 -20.8 966 0.80
Rebaudiosido B | 193-195 -45.4 804 0.10
Rebaudiosido C | 215-217 -29.9 958 0.21
Rebaudiosido D | 283-286 -22.7 1128 1.00
Rebaudiosido E | 205-207 -34.2 966 1.70
Esteviolbiosido 188-192 -34.5 642 0.03
Dulcosido A 193-195 -50.2 788 0.58
Fuentes: Datos tomados de Kinghorn et al., (1985), Crammer e lkan (1987) y Phillips
(1987).Citado por (Douglas, 2002).

1.4.2 Rebaudidsido A

El Rebaudidsido A (Reb A) es el segundo glucosido de diterpeno dulce mas abundante
(1-3 %) presente en las hojas de Stevia rebaudiana Bertoni, y actualmente se le
considera una alternativa como sustituto de la sacarosa debido a sus agradables
propiedades organolépticas y beneficios para la salud asociados. El Reb A, contiene
una unidad de glucosa en la posicion C-13 extra en comparativa con el estevidsido,
cuenta con propiedades superiores en términos de dulzura y perfil de sabor, por lo cual

es un elemento potencialmente importante en las hojas de Stevia (Adari et al., 2016).

Varios estudios han comprobado sus propiedades antiinflamatorias, anticancerigenas,

antihipertensivas, anticancerigenas y reductoras de la glucosa en sangre (Vazquez et
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al.,, 2018). La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO) ha fijado la ingesta diaria aceptable (IDA) de glucésidos de esteviol
en 0-4 mg/kg de peso corporal “correspondiente a una IDA de 12.15 mg/kg de peso

corporal/dia para el Reb A” (Jakub y Zbigniew, 2019).

Adicionalmente la Administracién de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA)
reconocio la stevia como un suplemento dietético y recientemente otorgd al glucésido
de esteviol el Reb A (generalmente reconocido como seguro) como edulcorante de
uso general para alimentos y bebidas, en diciembre de 2008 (Ulbricht et al., 2010).

1.5 Miel de abeja

La miel es una sustancia dulce elaborada por abejas Apis mellifera, a base del néctar
de las flores y demdas secreciones extraflorales, las cuales liban, trasladan,
transforman, mezclan con otras substancias especificas propias, deshidratan,
concentran y almacenan en panales para que madure y afieje (Codex Alimentarius,
2019).

Es una sustancia de origen natural, consistencia viscosa y de sabor dulce elaborada
por las abejas meliferas, particularmente por la especie Apis mellifera y “es una fuente
alterna para el azucar” (Cortés et al., 2011). Las abejas producen miel del néctar de
las plantas, por accion de la invertasa. Los azucares en la miel pueden no aparecer en
el néctar, pero se desarrollan como resultado de las enzimas agregadas por la abeja
durante la maduracion de la miel o por accién quimica en la mezcla concentrada de

azucar acido conocido como miel.

El azdcar invertido es obtenido de forma natural en la miel de abeja, razén por la cual
dicho producto es sumamente dulce; también en los jugos de frutas con pH acido y
qgue sufren algun tratamiento térmico se distingue un ligero aumento de la dulzura,

resultado de la hidrolisis de la sacarosa (Badui, 2006).
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Atribuido a la presencia de componentes fendlicos, la miel presenta actividades
anticancerigenas, antiinflamatorias, antiaterogénicas, antitromboticas,

inmunomoduladoras y analgésicas (Jabbar et al., 2016).
1.5.1 Clasificacién

La composicion quimica de la miel es variable y depende de las condiciones regionales
y climaticas y del tipo de flores visitadas por las abejas, por lo tanto, su clasificacion

como unifloral o polifloral (Cortés et al., 2011).

e Origen floral

La miel es un producto elaborado por las abejas de la especie Apis millifera producida
de las secreciones provenientes de plantas. La cual usualmente no contiene aditivos
0 preservativos. La composicion quimica de la miel esta intimamente ligada al origen
floral del néctar con el cual fue elaborada (Cuevas-Glory et al., 2007 citado por Barojas,
2015).

e Mieles uniflorales
Son comunmente utilizadas para la comercializacion formal debido a su
homogeneidad y presentacion. Este tipo de miel es elaborada por las abejas
utilizando el polen y néctar proveniente en su mayoria por un solo tipo de
especie vegetal.

e Mieles poliflorales
Es elaborado de néctar y polen proveniente de dos 0 mas especies vegetales.
Dandole propiedades poco homogéneas y es usualmente utilizado para la
comercializaciéon tradicional en mercados y plazas (Alfaro, 2010 citado por
Barojas, 2015).

1.5.2 Composicion

La dextrosa y la levulosa son azlcares que se encuentran principalmente en la miel,

son azucares simples, o monosacaridos, y son los componentes basicos de los
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azucares. Los azlcares de la miel son de una mezcla simple de dextrosa, levulosa y
sacarosa y un material de carbohidratos definido llamados "dextrina de miel"
(Rajalakshmi et al., 2017). La Tabla 1.5 muestra los valores numéricos en porcentaje

respecto al contenido de sus componentes.

La composicion promedio de la miel se encuentra de la siguiente manera fructosa
(38.19 %), glucosa (31.28 %), maltosa (7.97 %), sacarosa (4.5 %), azUicares superiores

(0.86 %), agua (17.2 %) y algunos minerales traza (Rajalakshmi et al., 2017).

Tabla 1. 5 Composicion quimica de la miel de abeja

Componente Rango Contenido tipico
Agua 14 -22 % 17 %
Fructosa 28-44% 38 %
Glucosa 22 -40% 31%
Sacarosa 4%
Maltosa 7.5 %
Otros azucares 01-8% 5%
Proteinas y aminoacidos 02-2%
Vitaminas, enzimas, hormonas, 05-1%
acidos organicos otros
minerales 05-15%
cenizas 02-1.0%
Fuente: (CODEX STAN- 1 -2007 Miel de abeja citado por Rios, 2010).

Dentro de los monosacéridos, la fructosa es el carbohidrato que se encuentra en mayor
porcentaje, lo que convierte a la miel de néctar en una solucion de azucares
levorrotatorios. El angulo de rotacion especifica es el resultado de los diferentes
angulos de rotacién de los azlcares que existen en la miel; y dado que, la glucosa y la
fructosa son los carbohidratos predominantes, este angulo se encuentra sujeto por la

cantidad presente de estos dos compuestos.
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1.5.3 Constituyentes minoritarios

Constan de menos del 1.5 % sobre la materia seca.

Acidos organicos (0.6 %): acidos glucénico (principal), butirico, acético, lactico,
citrico, formico (también presente en el veneno de las abejas), malico, piroglutamico y

succinico. Estos &cidos otorgan a la miel un pH acido, entre 3.4y 6.1.

Compuestos nitrogenados (0.4 %): proteinas (0.3 %), aminoacidos (0.05-0.1 %)

(Principalmente prolina), enzimas (amilasa, glucooxidasa).

Minerales (0.1 %): mayoritariamente potasio (0.05 %), fosforo (0.005 %), calcio
(0.0048 %), sodio (0.0029 %) y magnesio (0.002 %) (Rios, 2010).

1.5.4 Caracteristicas fisicoguimicas

Las caracteristicas fisicoquimicas de la miel varian de acuerdo a su origen floral,
region, temporada, especie, etc. Los parametros que comunmente determina la
calidad de la miel son la acidez, cuantificada en mili equivalente de acido gludnico por
kilogramo de miel, pH, el cual debe estar dentro de un rango de 3 a 4.5. Enzimas, las
cuales determinan el grado de madurez de la miel entre las cuales destacan la
glucosoxidasa. Diastasa (a- y B- amilasa) e invertaza, minerales o cenizas con un

promedio de 1.7 % de humedad el cual debe estar abajo del 20 %.

Hidroximetilfurfural demuestra el grado de frescura de la miel, este aumenta con el
calor por lo cual también es un indicador para mieles tratadas térmicamente. Densidad,
la cual debe estar entre el 1.39 y 1.44 g/cm?y propiedades organolépticas como color,

textura y aroma (Luna, 2012 citado por Barojas, 2015).

Segun la norma CODEX STAN 12-1981 (Codex Alimentarius, 2019), el contenido de
agua de la miel es la medida mas importante para evaluar la madurez y la vida atil y
esta directamente relacionado con la calidad de la miel. Con un contenido de agua de

mas del 18 % una miel puede verse afectada por la fermentacion.
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1.6 Fructuosa

La fructosa se encuentra principalmente en jugos de diversas frutas y en las mieles;

se genera en cantidades equimoleculares con glucosa, cuando se hidroliza la

sacarosa. En cantidades semejantes, es mas dulce que la glucosa o la sacarosay, por

ello, se usa usualmente como edulcorante. La fructosa es un azlcar reductor y, debido

a que la fructosa es altamente levorrotatorio, se le identifica con el nombre de levulosa

(Badui, 2006). La rotacion especifica de fructosa medida a temperaturas de 0 a 90 °C

y para concentraciones del 5 al 40 % se muestra en la Tabla 1.6.

La fructosa posee un indice glucémico mas bajo en comparacion con la glucosa, no

produce una respuesta de la insulina, y tiene una capacidad como edulcorante un tanto

mayor (Carvallo et al., 2019). “Dispone de una absorcion restringida en el intestino

delgado; se ha evaluado que la mitad de la poblacién no podria exponerse a una

cantidad de consumo de fructosa superior a 25 g” (Riveros et al., 2014).

Tabla 1. 6 Rotacién Especifica de la Fructosa

T (°C) Concentracion (%)

5 10 15 20 30 40
0 -103.25 -104.09 | -104.87 | -105.27 | -106.63 | -108.19
10 -98.49 -98.57 |-99.52 |-100.22 | -101.36 | -102.85
15 -95.49 -95.99 |-96.95 |-97.34 |-98.51 |-100.08
20 -92.49 -93.17 |-93.72 |-94.37 |-95.66 |-97.11
25 -89.53 -90.02 |-90.76 |-91.42 |-92.78 |-94.09
30 -86.69 -87.24 | -87.70 |-88.43 |-89.62 |-91.08
40 -80.62 -81.20 |-81.73 |-82.41 |-83.65 |-84.95
50 -74.57 -75.33 | -75.88 |-76.33 |-77.54 |-78.73
60 -68.63 -69.27 |-69.86 |-70.58 |-71.53 |-72.82
70 -63.50 |-64.00 |-64.44 |-65.67 |-66.92
80 -57.62 |-58.26 |-58.81 |-59.82 |-61.00
90 -51.75 -52.74 -55.41
Fuente: (Tsuzuk et al., 1950).
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1.6.1 Obtencion de fructosa a partir de la sacarosa (Azucar invertido)

La sacarosa (B-D-fructofuranosil-a-D-glucopiranosa) (Figura 1.2) comunmente
denominada azUcar de mesa, es el edulcorante mas conocido en la industriay el hogar.
Es un disacarido compuesto de glucosa y fructosa, extraido de la cafia de azucar y
de la remolacha. Posee una férmula molecular de C;,H,,0;; Yy peso molecular de
342.29 g/mol (Badui, 2006).

Desde el punto de vista en lo que concierne a nutricion, el problema del azlcar consiste
en que, por tratarse de una sustancia quimicamente pura no contiene mas que azucar.
De hecho, carece de otros nutrientes como las proteinas, vitaminas, minerales y
aminoacidos esenciales, que son indispensables para nuestra nutricion (Sanchez,
2014).

CH,O
//‘ B
H/H
HONSPH
H

Figura 1. 2 Estructura molecular de la sacarosa

Fuente: (Sanchez, 2014).

La mezcla de azlcares producida cuando la sacarosa se hidroliza quimica o
enzimaticamente (el uso de una invertasa), se conoce como azucar invertido. La
palabra “invertido” se refiere basicamente al cambio del poder rotatorio que obedece
durante la hidrdlisis: la sacarosa es dextrorrotatoria (+66°), pero cuando se convierte
en glucosa (+52°) y en fructosa (-92°), la mezcla resultante impulsa una fuerza
levorrotatoria (-20°) debido a la fuerte influencia de la fructosa. La glucosa es
dextrorrotatoria (esto es, sobre el plano de la luz polarizada gira a la derecha) y

también se le identifica con el nombre de dextrosa (Badui, 2006).

19



Fundamentos teéricos

1.7 Métodos cuantitativos

1.7.1 Polarimetria

La polarimetria es una técnica en la que se puede distinguir entre isémeros
Opticamente activos calculando la rotacién Optica de una sustancia; también es un
criterio esencial para la pureza e identidad enantiomérica, pudiendo aplicarse con fines

cuantitativos.

Las sustancias que giran la luz en el sentido de las agujas del reloj son dextrogiras o
isdbmeros oOpticos (+), por otro lado, las que giran la luz en la direccidén contraria son
levégiras o isémeros oOpticos (-). (Los simbolos d- y |- que se usaban anteriormente
para denotar isomeros dextro- y levo no se utilizan, debido a la confusién con los
simbolos D- y L- que hace referencia a las configuraciones relacionadas con el D-
gliceraldehido (Urrego,2017).

1.7.2 Rotacion Optica

El fundamento de este método se basa en la medicién de la rotacion angular (a) del
plano de polarizacién de la luz polarizada generada por sustancias Opticamente

activas, particularmente los hidratos de carbono.

Los principales factores de los que depende la rotacion angular son:

e Concentracion de azucar (sobre todo si se trata de glucosa o azucar invertido)
e Solvente (si la medicidn no se realiza en solucién acuosa debe aclararse).

e Otras sustancias disueltas como por ejemplo, sales.

e Temperatura.

e Mutarrotacion.

e Longitud del tubo.

Es un fendmeno tiende a suceder en aquellas soluciones que tienen moléculas quirales

tal como la sacarosa (azucar), este distintivo es utilizada en la industria que la produce
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para medir la concentracién de azlcar en los siropes. Este parametro suele ser
empleado en la industria mielera para realizar diferenciaciones de las mieles
originarias de néctar, que suelen tener un comportamiento levogiro de las mieles que

se obtienen de mielada que poseen un comportamiento dextrogiro (Urrego, 2017).

1.7.3 Espectrofotometria UV

El método por espectrofotometria UV hace referencia al uso de la luz para determinar
las concentraciones de ciertas sustancias quimicas. Para que sea posible la medicion
de dicho fenémeno, se debe considerar la concentracion de las especies absorbentes

dado a que esta es proporcional a la absorbancia segun la ley de lamber-bee (Ec 1.1).

A=exbxc (1.2)

Donde A es la absorbancia (magnitud adimensional), e representa el coeficiente de
proporcionalidad denominado coeficiente de extincibn molar, el cual indica la
absorbancia de una determinada sustancia a una longitud de onda dada y se expresa
en M-1 .cm-1, b es el ancho o espesor de la celda donde se deposita la muestra y se
expresa en cmy c es la concentracion expresada en moles / Litro (M) (Cristancho y
Monroy, 2014).

1.7.4 Espectroscopiainfrarroja (FTIR)

La espectroscopia FTIR es una técnica analitica rdpida que proporciona informacion
de manera cuantitativa y cualitativa util a partir de muestras sélidas, liquidas y
gaseosas Y tiene un gran potencial para la elucidacion de estructuras moleculares. El
espectro infrarrojo de una molécula poliatdmica estd fundamentado en las vibraciones
moleculares y la energia para crear esas vibraciones necesita de la masa relativa de
cada parte de la molécula (a mayor masa requerird forzcosamente mas energia) y de
la longitud del enlace y puede medirse en la modalidad de transmisiébn o de
reflectancia, siendo mas popular la primera de ellas. La absorcion de radiacion es el
producto de los cambios energéticos que se generan durante las transiciones de las

moléculas de unos estados de energia vibracionales a otros. Como resultado, el
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espectro infrarrojo completo de un compuesto organico dona una huella dactilar
original, sencillamente reconocible del patron de absorcion infrarroja de otros
compuestos, incluidos los isbmeros. Ademas, la intensidad de la absorcion es
proporcional a la concentracion de la especie absorbente (similar a la ley de Lambert-
Beer), por lo que el andlisis cuantitativo, que se ha desarrollado considerablemente

durante los ultimos afios es permisible.

La region del infrarrojo del espectro que corresponden a longitudes de onda de 0,78 a
1000 um, abarca la radiacion con numeros de onda comprendidos entre 12.800 y 10
cml. El espectro infrarrojo esta dividido en tres regiones denominadas infrarrojo
cercano (12.800-4000 cmt), medio (4000-200 cm™) y lejano (200-10 cmt). De acuerdo
en la bibliografia, las regiones del infrarrojo medio y cercano han sido las més utilizadas
(Tewari et.al, 2004 citado por Rios, 2010).

1.8 Cristalizacion

El proceso de separacion sélido-liquido en el cual ocurre una transferencia de masa
de un soluto de la solucion liquida a una fase cristalina solida pura, se le denomina
cristalizacion. En dicho proceso generalmente la solucion se concentra y se enfria
hasta que la concentracion del soluto es superior a su solubilidad a dicha temperatura.
En cuanto a su operacién, los cristalizadores se clasifican en continuos y por lotes
(Geankoplis, 2006).

1.8.1 Fundamentos teéricos de la cristalizaciéon

La cristalizacion esta fundamentada en cierto conceptos béasicos como la
sobresaturacion, crecimiento y nucleacion de los cristales, el nimero de cristales
dentro de la mezcla en equilibrio, el tamafio y distribucion de los cristales, las
condiciones de temperatura y concentracion, en las cuales es factible la cristalizacion;

asi como algunos métodos para propiciar la cristalizacion (Barojas, 2015).
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La sobresaturacion es el potencial impulsor para que suceda la nucleacién y/o el

crecimiento del cristal, la cual es funcién de la temperatura de enfriamiento.
La sobresaturacion puede ser alcanzada por diferentes maneras:

e Por enfriamiento de una solucién (Cristalizacion por enfriamiento).

Por evaporacion de solventes (Cristalizacion por evaporacion).

Por adicion de otra sustancia (Cristalizacién con agente de desplazamiento)

Por reaccion quimica (Cristalizacion por congelamiento)

Por combinacion de técnicas (Cristalizacion por combinacion)

1.8.2 Saturacién y Sobresaturacion

La cifra de colisiones entre unidades elementales (Atomos, iones, moléculas) en la
fase fluida o en la interface de la fase cristalina del soluto, esta en dependencia del
namero de unidades por unidad de volumen de la fase liquida. Presenta un equilibrio
termodinamico, una fase fluida saturada que tiene concentracion C* o p* con una fase
sélida, a una temperatura pertinente. Cuando la solucion es liquida, la concentracion
de saturacion depende intensamente de la temperatura y solo ligeramente de la
presion. Se dice que una fase fluida esta sobresaturada o supersaturada si posee mas

unidades que C*.

El proceso de cristalizacion unicamente puede ocurrir en fases sobresaturadas y la
velocidad de cristalizacidon esta definida por el grado de sobresaturacion. La

sobresaturacion es expresada como una diferencia en concentracion (Ec 1.2 y Ec 1.3):
AC= C-C 1.2)

Ap=p—p" (1.3)

(1.4)
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AC Ap
o=—=— 15
C* p* ( )
En el caso de que la concentracion de soluto en la soluciébn sea menor que la
concentracion de saturacion, se producira el fendbmeno inverso a la cristalizacion, la

dilucion (Aguilar y Roman, 2006 citado por Barojas, 2015).

La interaccion de las velocidades de nucleacion y crecimiento determinan la
cristalizacion, y el proceso global es cinéticamente complicado. Para ambas
velocidades, el potencial impulsor es la sobresaturacion y en una disolucion no
saturada o insaturada no puede ocurrir ni nucleacion ni crecimiento (McCabe et al.,
2007 citado por Barojas, 2015).

1.8.3 Curvas de solubilidad

A menudo, el balance entre el soluto y el solvente es descrito a través de la curva de
solubilidad y representa las condiciones bajo las cuales los cristales y el licor madre
coexisten en un equilibrio termodinamico. Dichas curvas, representan el punto de
saturacion maximo puede tolerar el sistema en el cual la nucleacion empieza a
presentarse de manera espontanea. Las curvas de solubilidad, para un sistema dado

son definibles y reproducibles.

La concentracion de saturacion en un solvente es alcanzada experimentalmente por la
determinacién de la maxima cantidad de soluto que es soluble a determinada
temperatura donde, la solubilidad frecuentemente se incrementa con esta Ultima
(Aguilar y Roman, 2006).

1.8.4 Ventajas de la cristalizacion por lotes (batch)
La cristalizacién batch es una operacion unitaria extensamente usada, a través de la
cual es posible generar cristales partiendo de una solucion sobresaturada. Dentro de

las ventajas que brinda, esta la de ser un mecanismo de separacion que posibilita la

obtencion de productos de elevada pureza a partir de soluciones relativamente
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impuras, empleando consumos de energia bajos y proporcionando una apariencia del

producto final atractiva (Bolafios et al., 2016).

La cristalizacion por lotes tiene como principal objetivo producir una DTC uniforme y
reproducible, en donde se desean obtener tamafios de cristal grandes con angosta
DTC, para facilitar las operaciones posteriores, como lo es el lavado, el filtrado y el
secado (Sanchez et al., (2015).

La calidad del producto cristalino esta en funcion de la distribucién del tamafio de cristal
(DTC) y la masa del cristal formado (MCF), estos parametros estan sujetos a las

cinéticas de cristalizacion, nucleacion y crecimiento (Bolafios et al., 2016).
1.9 Distribucién de tamafo de cristal (DTC)

La DTC es la forma en como los cristales estan presentes en el proceso de separacion.
Es el aspecto mas importante a analizar puesto que, si existe una buena distribucién
de tamafio de cristal, se puede alcanzar un mejor producto en términos de pureza,
tamafo de cristal y rendimiento. “Obtener una DTC especifica es de suma importancia
por ello, se debe controlar la sobresaturacion (en la primera zona metaestable), ya que
es el prerrequisito para la nucleacioén y el crecimiento del producto cristalino” (Bolafios,
2000). Lo anterior mencionado puede lograrse a través de cambios programados en
la temperatura de enfriamiento, presion de vacio, velocidad de agitacion y sembrado

de cristales, entre otros (Bolafios, 2000).

La DTC es de fundamental importancia ya que influye en el rendimiento de las
operaciones posteriores, por ejemplo: filtraciébn (separacion), secado, transporte y
almacenaje, asi como la calidad del producto cristalino, la cual es determinada por el
diametro promedio del cristal en % longitud D(2,1) y su desviacion estandar en %
longitud S(2,1). La DTC es fuertemente afectada por la D(2,1) y S(2,1) de la semilla

empleada al inicio del lote (Sanchez et al., 2015).
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1.9.1 Antecedentes en el control delaDTC

La cristalizacion batch es ampliamente utilizada en la industria quimica, donde se tiene
por objetivo obtener una produccion de materiales con una pureza y una determinada
distribucion de tamario de cristal. Si una DTC no es aceptable y no se tiene una pureza
estandar en los productos, la operacion tendr4 que sufrir nuevas etapas de
procesamiento, tales como molienda o recristalizacion, causando un aumento en el

costo de produccion.

Los cristalizadores batch trabajan de manera transiente y por ello, la sobresaturacion
y otras variables del proceso varian significativamente. En los cristalizadores batch, el

control de la DTC es establecido de varias formas: (Bolafios, 2000).

e Sembrado con una distribucion reducida de cristales.
e Disolucion de finos, adicion de reactantes.
e Enfriamiento 6ptimo para formar una sobresaturacion constante.

e Mezclado mejorado en niveles macro y micro molecular.

1.9.2 Técnicas para medicion de laDTC

Normalmente la cuantificacion de la DTC puede ser determinada en equipos
especializados mediante técnicas de analisis de imagenes, difraccion laser, dispersion
dindmica de luz y espectroscopia ultrasénica. Dichas técnicas han permitido cuantificar
adecuadamente la DTC de dispersiones de particulas con concentraciones medias y
bajas. Por otro lado, los costos de operacién y mantenimiento son muy elevados y
requieren de un gran tiempo para la obtencién de los resultados, por ejemplo en el

analisis de imagenes.

El estudio de la velocidad de sedimentacion es una técnica alternativa que ha dado
resultados favorables para la determinacion de la DTC en suspensiones. Dicha técnica
puede emplearse mediante la obtencion de perfiles de transmision-extincion (%) y

luego aplicar la técnica de seguimiento de interfaz, la cual define como una funcién
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dependiente del tiempo el movimiento entre la fase dispersa (particulas) y la fase

continua (liquido).

La sedimentacion aumenta la posicion absoluta de la frontera entre fase dispersa y
continua, lo que permite calcular la velocidad de sedimentacion. La ecuacion de la ley
de Stokes se puede emplear para calcular el tamafio promedio de las particulas
(Sanchez et al., 2015).

1.9.3 Control de Distribucién del Tamafio de Cristal (DTC)

Para lograr una DTC definida se pueden examinar estrategias de control que posibiliten
manipular ciertas variables por ejemplo, el flujo de la corriente de alimentacion, la
temperatura de alimentacion, etc. Evidentemente, la DTC se ve influenciada por la
temperatura a la cual es operado el cristalizador, puesto que, la temperatura del
cristalizador influye al grado de sobresaturacion y las velocidades de nucleacion y

crecimiento.

Para crear un control sobre la DTC, se necesita que las especificaciones de los
productos, estén dirigidas hacia la minimizacion de la nucleacion espontanea y al
incremento del tamafio del cristal, puesto que la DTC y la Masa de Cristal Formado
(MCF) son producto de la interaccion entre los fendmenos de nucleacién y crecimiento
de cristales. Por lo que, “es muy importante controlar la velocidad de agitacion ya que
ésta variable afecta directamente a las velocidades de nucleacién y crecimiento”
(Bolafios, 2000).

1.9.4 Trayectoria 6ptima de enfriamiento

La velocidad de enfriamiento en el cristalizador influye sobre la produccion de la
sobresaturacion. Se han notado significativas mejoras en la DTC cuando se ha
implementado una velocidad de enfriamiento Optima en contraste con una velocidad

de enfriamiento lineal o natural (Mersmann 1995 citado por Bolafios, 2000).
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En el perfil de enfriamiento natural, se utiliza una temperatura de enfriamiento
constante en todo el lote. Al principio, cuando la diferencia de temperatura entre el
medio enfriante y la solucidén es la mas grande, la sobresaturacion excedera el limite
metaestable y se presentara una nucleacidbn espontanea, dejando una DTC
indeseable, pérdida de producto y un incremento en el tiempo de ciclo de limpieza
(Rawlings et al. 1993 citado por Bolafios, 2000). La Figura 1.3 ilustra los perfiles de

enfriamiento y de sobresaturacion para un cristalizador batch, considerando una
velocidad de agitacion constante en el sistema.

Temperatura Sobresaturacion
»

Opimo
~ Natral ===~
(AR Unesl e

c
3

Figura 1. 3 Perfiles de enfriamiento y de sobresaturacion en un cristalizador batch

Fuente: (Bolafios, 2000)

Considerando una velocidad de agitaciéon constante, con el perfil de enfriamiento
Optimo (también llamado cubico), se forma una minima cantidad de nucleos en el
sistema. Esto permite un amplio gradiente de sobresaturacion en la fase final del

proceso, lo que beneficia el crecimiento de los cristales (Bolafios, 2000).

1.10 Masa de Cristal Formado (MCF)

La masa de cristal formada (MCF) es un parametro de rendimiento usado en el proceso
de cristalizacion por lotes la cual depende de la trayectoria de enfriamiento, las

propiedades de la semilla introducida en el cristalizador por lotes y el perfil de presion

28



Fundamentos teéricos

de vacio. La DTC y MCF estan en funcién de los fendémenos fisicoquimicos tales como
la nucleacion, el crecimiento y aglomeracién de cristales que surgen debido a la

presencia de una fase continua y una fase dispersa (Bolafios et al., 2016).
1.11 Factores influyentes en el proceso de cristalizacién

La distribucidon de tamafio de cristal esta en funcidén de las variables del sistema que
producen efectos sobre ésta, tales como la temperatura de la solucion, la
concentracion y la presion que exista en el sistema, ademas de la agitacion. Si se
alcanza un buen control de dichos parametros, “se podra alcanzar una distribucién de
cristal uniforme, lo que conllevara a obtener un producto (cristal) con una mayor

pureza” (Bolafios et al., 2017).

Las cinéticas de cristalizacion (nucleacién y crecimiento) las cuales estan delimitadas
por la sobresaturacion de la solucién influyen sobre ciertos pardmetros tales como, la
calidad del producto cristalino el cual estd determinada por la pureza, la distribucion
del tamafio de cristal (DTC) y por la masa del cristal formado (MCF) primordialmente.
El proceso general de cristalizacion en una solucion sobresaturada constituye de las
etapas basicas de formacién de nudcleos (nucleacion) y crecimiento de los cristales
(Bolafios et al., 2017).

1.12 Anadlisis de parametros fisicos y organolépticos

1.12.1 Anélisis fisicos

El color es una propiedad fisica que determina la aceptacion de los alimentos por los
consumidores, es evaluado mediante la absorcion selectiva de diferentes cantidades

de longitud de onda dentro de la region visible (Rettig y Hen, 2014).

Un procedimiento fundamental para medir el color es el método instrumental, que
consiste en el uso de técnicas en la que se mide la reflectancia o transmitancia de la

muestra. La escala de color Hunterlab evoluciono de 1950 a 1960, basada en la teoria
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de los colores opuestos. Esta teoria asume que los receptores en el ojo humano
perciben el color como los pares de colores opuestos que se describen a continuacion:

e Escala L: negro vs blanco, donde la escala va de 0 (color negro) a 100 (color
blanco), los valores bajos (0-50) indican colores oscuros, y los valores altos (51-
100) indican colores claros.

e Escala a: verde vs rojo, donde los valores negativos indican colores verdes, y
los valores positivos indican colores rojos.

e Laescala b: azul vs amarillo, donde los valores negativos indican colores azules
y los valores positivos indican colores amarillos.

e La escala L representa la luminosidad y la escala a y b representa la
cromaticidad. Son necesarios los tres valores para definir totalmente el color de
un objeto (Rettig y Hen, 2014).

1.12.2 Anélisis sensorial

El analisis sensorial es una disciplina cientifica que posibilita evaluar, medir, analizar e
interpretar las caracteristicas sensoriales que posee un alimento (olor, color, textura 'y
sabor) a través de uno o mas 6rganos de los sentidos humanos. La prueba sensorial
es un analisis subjetivo, puesto que el ser humano es el instrumento de medicion, a

menudo define el grado de aprobacién o rechazo de un producto.

Cabe aclarar que ninguno de los métodos sefialados anteriormente tiene mayor o
menor importancia que los otros y todos llevan a cabo un gran papel en la decision del
valor de los alimentos. De esta forma, solo la informacién articulada y resultado de los
métodos fisico-quimicos, sensoriales y microbiol6gicos puede proporcionar pruebas

objetivas de la calidad global de un alimento (Ramirez, 2012).
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1.13 Disefio de experimentos

El disefio experimental es un recurso importante en el entorno de la ingenieria para
enriquecer el desempefio de un proceso de manufactura. Ademas, tiene multiples

aplicaciones en el desarrollo de procesos nuevos y perfeccionamiento de procesos.

Usualmente se define como disefio de experimento a la ejecucion de una prueba o
conjunto de pruebas en las que se hacen cambios deliberados en las variables de
entrada de un proceso o sistema para observar e identificar las razones de los cambios

que pudieran observarse en la respuesta de salida (Montgomery, 2013).

1.13.1 Disefio factorial 22

Los disefios factoriales son extensamente usados en pruebas en las que participan
varios factores para analizar el impacto de éstos sobre una respuesta. En el disefio
factorial se investigan todas las interacciones posibles de los niveles de los factores
en cada réplica del experimento y los factores estan cruzados en este tipo de disefio.
El disefio factorial 22 tiene dos factores (Factor A y Factor B) representados por el
exponente, y estos a su vez, con dos niveles (alto y bajo), haciendo un total de cuatro
combinaciones. El orden estandar de las combinaciones de tratamientos es (1), a, by
ab. En el presente disefio factorial los datos son insuficientes para calcular los
residuos, por lo que, no es posible hacer contrastes asi como se estiman cuatro
pardmetros con cuatro datos por tanto, no hay grados de libertad para los residuos. El

modelo estadistico lineal de efectos de un disefio factorial es (Ec 1.6):

i=12,..,a
yijk =u+r7T;+ ,Bj + (T,B)ij + eijk ] =1,2, ,b (16)
k=12,..,n

Donde p es el efecto medio general, 7; es el efecto del i-ésimo nivel del factor A de

los renglones, ; es el efecto del j-€simo nivel del factor B de las columnas, (78);;

es el efecto de la interaccion entre 7; y ;, Y €, €s el elemento del error aleatorio
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que considera la replicacion k-ésima. Al principio, se deduce que ambos factores
son fijos y que los efectos de tratamiento se identifican como desviaciones de la media
general (Montgomery, 2013).

Dentro del disefio factorial, los factores (o tratamientos) de los renglones y las
columnas, Ay B, son de igual interés. Tedricamente, el interés se encuentra en probar

hipotesis sobre la igualdad de los efectos de los tratamientos de los renglones:
HO: T =Ty = =Tg4 = 0 (17)
H;: almenosunart; # 0 (1.8)

Prueba de la equidad de los efectos de los tratamientos de las columnas:

Hy:py =B, ==B,=0 (1.9)

H;: al menos una f; # 0 (2.10)

Evaluacion de la interaccién de los tratamientos de los renglones y las columnas

interactuan:
Hy: (B)ij = 0 para todas lasi,j (1.12)
H;: al menos una (zf8);; # 0 (1.12)

Los efectos de los factores A y B, pueden tener un aporte negativo o positivo,
esto esta sujeto a, si existen diferencias significativas entre los niveles y si se busca
mejorar la variable de respuesta (produccién, rendimiento, resistencia, etc.) o
disminuir la misma (tiempo, costo, etc.). EIl modelo de efectos fijos se emplea cuando
el analista sugiere los niveles de los factores, en esta circunstancia se evallan
hipétesis acerca de los tratamientos, y las conclusiones se llevan a cabo solamente a
los niveles de los factores tomados en cuenta en el analisis, es decir, las conclusiones
no pueden aplicarse a tratamientos similares que no estuvieron contemplados

especificamente (Montgomery, 2013).
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

2.1Metodologia general

En la Figura 2.1 se describe de manera general las etapas del proceso completo que
se seqguira a lo largo de esta investigacion para obtener las condiciones de operacion
para el incremento del tamafio (DTC) y masa (MFC) de cristal formado mediante la
cristalizacion de la mezcla Stevia (Reb A) — Azucares levégiros. Dentro de los azUcares
levogiros propuestos (fructosa proveniente de la hidrolisis enzimética de la sacarosa,
fructosa pura y miel de abeja), se ha seleccionado la miel de abeja como complemento

a la mezcla de Reb A-alcohol etilico-agua, en base a la justificacién presentada en el

[ Miel de abeja C_:gracte,rlzfamon
¢ fisicoquimica

[ Pruebas diferentes mezclas de alcohol acuoso variando %v/v ]

apartado 2.6.

\4
| curva de solubilidad |

Factores a considerar ¢
» Temperatura e
> Concentracion Condiciones de operacién ]4—[ Identificacion zonas de ]
> Agitacion Concentraciéon
> Presion ¢ ¢
[ Perfil de enfriamiento ] [ Perfil de agitacion ]

\4
[ Disefno experimental factorial 22 ]

\4

[ Variables de respuesta: Tamafo del cristal D(2,1) y MFC ]

\ 4
[ Determinacion de parametros fisicos y organolépticos ]

Figura 2. 1 Proceso de la cristalizacién de la Stevia (Reb A)-miel de abeja
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2.2Cristalizador de vidrio tipo Batch y enfriamiento a presion atmosférica

El equipo empleado para el desarrollo experimental es un cristalizador por lotes de
vidrio tipo tanque agitado con chaqueta de calentamiento - enfriamiento aislado con
dos capaz de fibra de vidrio (Figura 2.2), dotado de un sistema de regulacion de la
velocidad de agitacion (rpm) y dispositivos para adquirir la temperatura del interior y

de la chaqueta (termopar tipo J).

El cristalizador se encuentra instalado en una estructura metalica anclada al suelo para
evitar vibraciones que afecten la estructura del equipo y generen ruido en las

mediciones.

El equipo cuenta con bafio de recirculacion programable marca JULABO modelo F34,
motor de agitacion acoplado a un variador de frecuencia Allen-Brabdley para la
regulacion de la velocidad de agitacion, medidor de concentracion (densidad) y un
sistema de adquisicion de imagenes a través de un microscopio y una camara digital

de alta resolucion.

Figura 2. 2 Cristalizador tipo batch
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2.3Sistema de adquisicion de datos e imégenes

El microscopio optico profesional Primo Star iLED modelo 37081 de la marca Carls
Zeiss (Figura 2.3), tiene un disefio compacto. Dispone de un modulo de iluminacion
de lampara halégena, indicadores de la intensidad luminosa en azul, iluminacion LED,
platina de movimientos en cruz 75x30 para manipulacién desde la derecha/izquierda
con sujetaobjetos, gran poder resolutivo de los objetivos con Optica corregida a infinito
del tipo “Plan-ACHROMAT” con aumentos de 4x, 10x, 40x 100x/Qil (aplicaciones con

aceite de inmersion) para campo oscuro, claro y contraste de fases en luz transmitida.

Esta equipado con una camara digital de microscopio de la marca Zeiss, modelo
AxioCam ERc-5s, conectividad USB y HDMI, tiene un sensor Micron MT9P031 de 5
Mp tipo CMOS, sensibilidad espectral entre 400 y 700 nm y emplea el programa
AxionVision, software predeterminado accesible para la adquisicion, anlisis,

procesamiento y almacenamiento de imagenes.

Figura 2. 3 Microscopio éptico profesional Primo Star iLED
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La metodologia para la adquisicion de las micrografias es la siguiente:

Se toma una muestra de solucion empleando una manguera reforzada y se deposita
sobre un portaobjetos. Dependiendo de la DTC esperada se emplea el objetivo de 4x
o0 10x. Cabe mencionar que es necesario e importante la toma de 10 imagenes de
cristales de diferentes partes de la muestra, de esta manera se podra obtener una
buena distribucion. Posteriormente, se realiza una medicion manual de las areas con
ayuda del software Vision Assistant 2016 de National Instruments. Finalmente, se
realiza la conversion de pixeles a micras empleando un factor de conversion calculado

mediante camara de Neubauer mejorada.
2.4RefractOmetro automatico

El refractbmetro automatico de angulo critico de la marca SCHMIDT HAENSCH
modelo ATR-BR mide el indice de refraccion (IR) de medios liquidos
independientemente de la viscosidad, opacidad y color. El equipo cuenta con
un cabezal de medicion situado en la parte superior y una interfaz de usuario en
la superficie frontal, en la configuracion estandar presenta los resultados de indice

de refraccion, porcentaje de sustancia seca (°Brix y % glucosa) y temperatura.

Tiene una exactitud de 0.0001, el equipo cuenta con un rango de medicion del IR de
1.3320 a 1.5320, para los °Brix y glucosa el limite de medicién va de 0 a 95 % con una
exactitud de 0.05 % y temperatura de operacion de 10 a 40 °C, cuenta con un prisma
de cristal de zafiro sintético resistente al rozamiento, el compartimiento de la muestra
es de acero inoxidable y su recubrimiento de vitron. El volumen requerido de muestra
es de 0.5 mL.

25Reb A

La Stevia (Reb A) es un polvo cristalino color blanco con pureza del 95 % de la marca
Stevia Bonda (Figura 2.4), presenta un olor agradable ademas es facilmente soluble

en agua y tiene un sabor dulce caracteristico de los glucésidos extraidos de las hojas
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de Stevia. Puede ser ingerido de manera segura por una persona, como nifios, mujeres
embarazadas, personas que padecen hipertension y/o diabetes. Aporta un contenido
energético de 0 kcal, proteinas, fibra dietética, grasas, colesterol y sodio de O g por un
tamafo de porcion de 1 g. Se emplea como endulzante de alimentos y bebidas. En la

Tabla 2.1 se presentan las propiedades fisicoquimicas y microbiologicas del Reb A.

Figura2.4 Reb A

Tabla 2. 1 Propiedades fisicoquimicas y microbiol6gicas del Reb A

Propiedades fisicoquimicas Propiedades microbioldgicas

Humedad <5 % Coliformes totales < 10 ufc/g
Punto de Fusion 198 °C - 202 °C Hongos y levaduras < 10 ufc/g
Cenizas <2 % E. Coli. Ausente

pH (1 % en solucion) Entre 4.5y 7.0 | Salmonella en 25 g. Ausente
Metales pesados < 1 mg/Kg
Plomo residual < 1 mg/Kg

Arsénico residual < 1 mg/Kg

2.6Seleccion de la mezcla a emplear en la cristalizacién

Se eligié la miel de abeja como azucar levogiro como complemento en la mezcla de

Stevia Reb A —alcohol etilico —agua, por las siguientes razones:
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e La miel es un producto alimenticio de alto valor nutricional, tiene un poder
edulcorante, con virtudes dietéticas y terapéuticas

e El efecto que causa la miel ayuda a cristalizar mejor, ya que la miel tiene un
comportamiento en la cristalizacion similar al de la Stevia.

e Las condiciones de operacion de la miel son similares en el rango de
cristalizacion de la Stevia.

e La miel cristaliza en el mismo sistema, con velocidades de agitacion similares
y ayuda a producir nucleos mas rapido con forma de cristal definido sobre la

gue crece la stevia (Barojas, 2015).

Establecidas las razones se procedié a preparar y analizar las muestras de miel de

abeja.
2.7Andlisis cualitativo por espectroscopia infrarroja (FTIR)

Para tal determinacion se empled como muestra patron la miel procedente del Colegio
de Posgraduados, Cérdoba (miel de referencia), de la cual se tiene control y estudios,
se tiene la veracidad de que se trata de miel pura. Sin embargo, en el apartado 2.9 se
valida mediante otras técnicas la calidad de la miel asi como mieles procedentes de
Alamo y Amatlan, las cuales fueron estudio del presente trabajo. Se compar6 contra la
muestra de miel de referencia, tratese de una miel de abeja virgen la cual se tiene
control y, se midieron los espectros de las mieles y cualitativamente se observé si hubo
un cambio. Si las muestras de miel (Miel de abeja de Alamo y Amatlan) se salen del
patrén que lleva la muestra original de miel virgen (miel de referencia) se podra ver de

manera cualitativa si presentan una adulteracion.
2.8Preparacion de las muestras

Se recolectaron 3 muestras de miel de abeja directamente de apicultores de las zonas

de Amatlan, Alamo y Cérdoba en el estado de Veracruz.
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Las muestras de miel se almacenaron sin refrigeracion desde el momento de la
recoleccion hasta que fueron analizadas. A cada muestra se le evalué: pH, acidez libre,
viscosidad, color, conductividad eléctrica, actividad de agua, humedad, °Brix,
sacarosa, azucares reductores, proteinas e hidroximetilfurfural. La Tabla 2.2 presenta
la numeracién asignada a cada miel de abeja, lugar de procedencia y fecha de
obtencion de las muestras de miel estudiadas en el presente trabajo de investigacion.

Tabla 2. 2 Muestras de miel analizadas provenientes del estado de Veracruz

Muestras de Miel
N° de muestra Lugar de procedencia Fecha
1 Amatlan Enero/2021
2 Alamo Marzo/2021
3 Cérdoba Marzo/2021

2.9Caracteristicas fisicoquimicas

La caracterizacion fisicoquimica en la miel suele realizarse para determinar la calidad
de sus componentes. Para analizar la composicion de la miel se emplearon parametros
establecidos por las normas (Codex Alimentarius, 2019) asi, como los parametros
establecidos por las Normas Oficiales Mexicanas (PROY-NOM-004-SAG/GAN, 2018).

2.9.1 Medicién de pH
La medicion de pH se realizé segun el método establecido por la AOAC (2005), donde
se pesaron 10 g de miel a los que posteriormente se le adicionan 75 mL de agua

destilada, se diluyen mediante agitacion y se procede a medir el pH con un

potenciometro (Orion star 3 Thermosientific).
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2.9.2 Anélisis de Acidez Titulable

Se realizaron las determinaciones de la acidez titulable empleando el procedimiento
establecido por la Norma Oficial Mexicana (PROY-NOM-004-SAG/GAN, 2018). Los
resultados son expresados en miliequivalentes de acido por kilogramo de miel

(meg/Kg).

2.9.3 Medicién de viscosidad

La viscosidad expresada en Poise se determiné mediante el Viscosimetro vibratorio de
diapason modelo Serie SV-A. Se deposito la muestra de 10 mL de miel sobre una taza
del viscosimetro. Las mediciones se hicieron por triplicado y a temperatura promedio
de 20 a 30 °C.

2.9.4 Medicién de Color

El color en la miel se determind utilizando un colorimetro digital marca Hanna, modelo
HI 96785 (0 to 150 nm Pfund), se empled glicerol como medio de calibracién, segun el
método establecido por la Norma Oficial Mexicana (PROY-NOM-004-SAG/GAN,
2018). Se obtuvo el color de la muestra de miel comparando el dato obtenido contra la

escala Pfund la cual se muestra en la Tabla 2.3.

Tabla 2. 3 Escala Pfund

Color Graduacién en mm
Blanco agua 0-8
Extra blanco 9-16
Blanco 17-34
Ambar extra claro 35-50
Ambar claro 51-84
Ambar 85-114
Obscuro 115-140
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2.9.5 Conductividad eléctrica

La evaluacion de la conductividad eléctrica de la miel se realizé empleando la Norma
Oficial Mexica (PROY-NOM-004-SAG/GAN, 2018), la cual establece pesar una
solucion de 20 g de materia seca de miel en 100 mL de agua destilada a 20 °C,
utilizando una celda de conductividad eléctrica. Los resultados se denotan en

miliSiemens por centimetro (mS.cm™) en un rango de 0.1° mS.cm™.

2.9.6 Actividad de agua

Se estimo la actividad de agua presente en las muestras de miel utilizando un medidor
de actividad de agua portétil (Marca Meter, modelo Aqualab pawkit). La precision del
equipo es de + 0.02 aw.

2.9.7 Analisis de humedad

Se determind el porcentaje de humedad (Ec 2.1) mediante el método gravimétrico
mediante secado en estufa (MEMMERT 100-800) siguiendo la norma oficial Mexicana
(PROY-NOM-211-SSA1, 2002).

M2 — M3
% de humedad = —w " 100 (2.1)

Donde M2 es el Peso de la capsula mas muestra hiumeda (g), M3 es el Peso de la
capsula mas muestra seca (g) y M es el Peso de la muestra (g).

2.9.8 Célculo de °Brix
Se calcul6 los solidos solubles en las muestras de miel segun lo establecido en el libro
de métodos ICUMSA (1964), para lo cual se coloco una gota de miel directamente en

el prisma del refractometro digital (0-93 %) (Marca ATAGO modelo Pocket PAL-3). Se

registro directamente la medicion.
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2.9.9 Analisis de Sacarosa

Se estimo la cantidad de sacarosa en porciento (g/100 cm3) presente en las mieles de
acuerdo a lo establecido en el libro de métodos ICUMSA (1964), empleando el
polarimetro modular circular Anton Paar modelo MCP 200. Se pesaron 26 g de
muestra de miel y se disolvié en un volumen de 100 mL con agua destilada, a 20 °C.
La solucidn diluida se deposit6 directamente sobre el orificio del polarimetro y se siguio

a correr la lectura (Cristancho y Monroy, 2014).

2.9.10 AzUcares Reductores

La evaluacion de azUcares reductores se realiz6 mediante el método de &cido
dinitrosalicilico DNS (Miller, 1959); (Cristancho y Monroy, 2014). Los resultados
colorimétricos se miden a una longitud de onda de 575 nm en un espectrofotdmetro
UV-VIS Genesys 10, Thermo Scientific. En el Anexo A.1, (Figura A.1.1) se ilustra la
curva patrén para la glucosa en un rango de deteccion: 78-5000 pg/ml generada en el
presente trabajo para la determinacion de azucares reductores. Asi mismo en el Anexo
A.1l (Figura A.1.2) se muestra la curva patrén para la Fructosa en un rango de
detecciéon de 39.0625-1250 pug/mL.

2.9.11 Proteinas

Se empled el método kjendal en la determinacién de nitrégeno organico de productos
alimenticios (Ec 2.2), de esta determinacion se deduce el porciento de proteina
presente, para convertir el nitrégeno a proteina los valores obtenidos por este método
se multiplicaron por los factores publicados para una amplia gama de alimentos
basados en un analisis detallado de aminoacidos (Méndez, 2021).

G+N=0.14
0/()N = T * 100 (22)
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Donde G son los mililitros de la solucion gastados en la titulacion (mL), N es la
normalidad de la soluciéon usada en la titulacion, 0.014 es el mili equivalentes de

nitrogeno, M es el peso (g) o volumen de la muestra (mL).

Para convertir el nitrdgeno a proteina (Ec 2.3), los valores obtenidos de % de nitrégeno

se multiplicaron por los factores publicados de los alimentos.
%P = %N  F (2.3)

Donde %P es el porciento de proteina, %N es el porciento de nitrégeno y F es el factor

de conversion

2.9.12 Medicién de Hidroximetilfurfural

Se pesaron 5 g de miel a los cuales se le adicionaron 20 mL de agua destilada, se
diluyé mediante agitaciéon durante 3 min, posteriormente se sumergieron las tiras
reactivas HMF en la disolucién por 30 s, se retiré el exceso de liquido con una toalla
absorbente y se tomé la lectura correspondiente en el Reflectbmetro digital
(Reflectoquant®).

2.10 Pruebas de diferentes mezclas de alcohol acuoso variando %v/v.

Debido a que al cristalizar las soluciones acuosas de Reb A no se observé un
crecimiento significativo de los cristales atribuido a la baja solubilidad del solvente, se
optd por realizar pruebas de solventes seleccionando el alcohol etilico entre los
solventes propuestos; alcohol metilico, alcohol isopropilico, alcohol isoamilico y
cloroformo. El alcohol etilico permiti6 aumentar la solubilidad del Reb A a T< 60 °C de
acuerdo con los datos experimentales por Bolafios et al., (2019a). Una vez
seleccionado el alcohol etilico como solvente, que contenia la mayor cantidad de soluto
disuelto mediante determinacién de los °Brix, donde la concentracion se ha visto que
es un factor crucial en el proceso de cristalizacion, se procedid a evaluar diferentes
mezclas de alcohol etilico acuoso con un indice de v/v en porciento, para mantener y

aprovechar el beneficio que ofrece emplear agua.
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Segun los datos experimentales generados por Galicia (2017), las mezclas
(alcohol etilico-agua) para 100 mL de solvente, que presentaron altas concentraciones
en °Brix (superiores a los 50 °Brix) e IR, fueron la de 60-40 y 70-30 %. De este modo,
se genero la Tabla 2.4 de porcentajes para una cantidad de solvente de 100 mL de

alcohol etilico-agua y como soluto empleado Reb A- miel de abeja como materia prima.

Tabla 2. 4 Proporciones de alcohol etilico-agua

Alcohol etilico-Agua (%v/v)

55-45

60-40

65-35

70-30

Para determinar la cantidad de Reb A + miel de abeja requerida para saturar las
mezclas acuosas de etanol, se prepararon muestras de 100 mL de solucién (base
porcentual), a tales muestras se les adicion6 soluto en cantidades dosificadas a una
temperatura de 60 °C, hasta obtener soluciones saturadas sin precipitados (soluciones
claras). Se determiné el grado de concentracion en IR, seleccionando las mezclas que
presentaron mayores valores de concentracion obtenida, con el fin de favorecer la

cristalizacion.
2.11 Determinacién de la Curva de Solubilidad

Se gener6 una curva de solubilidad para una proporcion de alcohol etilico-agua
especifica de 65-35 % (195 ml alcohol etilico -105 agua) y se afiadieron 50 mL de miel
de abeja, estableciendo un volumen de 350 mL. Posteriormente, se prosiguio a saturar
la solucion mediante agitacién constante y a una determinada temperatura (60 °C), se
afiadieron porciones de 20 g de stevia y 15 minutos después de haber agregado el

soluto y asegurandose que estuviese disuelto se muestreo tomando el IR de refraccion
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y se visualizé en el microscopio para observar que no hubiesen cristales, se repitio
cuantas veces hasta alcanzar el equilibrio entre el soluto y el solvente. Finalmente, se
registro el IR de la solucién a la temperatura de 60 °C a la cual se dese0 saturar la

solucioén.

Dado que en rango de 10 °C a 60 °C es donde se da la mayor pendiente en la
solubilidad en dicha mezcla, debido a que arriba de 60 °C hay degradacion de Stevia
y se rompe la molécula y segun (Galicia, 2017), observé que cuando calentaba arriba
de 60 °C y enfriaba los cristales eran diferentes y se hacian cumulos y debajo de
10 °C es dificil llevar el equipo que se tiene a esa temperatura, ademas demostré que
no es factible bajar mas la temperatura dado que no hay variacion significativa en el
producto final. Para ello se proponen cinco temperaturas (10, 20, 40, 50 y 60 °C). Asi,
se generd la curva de solubilidad para obtener el rango de temperatura donde es
posible llevar la Cristalizacion, el cual fue de 60 a 10 °C, debido a que en este rango

fue donde se dio la mayor pendiente.
2.12 Implementacion de las zonas de concentracion

A partir del diagrama temperatura vs concentracion para la cristalizacion generado por
Bolafios et al., (2019a), se analizé la concentracién (IR) en funcion de la velocidad de
agitacion y temperatura de enfriamiento, se identificd el limite de la primera zona
metaestable, el cual se obtuvo observando en las micrografias el primer nucleo visible,
registrando el indice de refraccion y temperatura en donde se localiz6 el limite de la
zona de crecimiento (Figura 2.5). Este valor promedio (indice de refraccion) es
graficado para cada temperatura de saturacion determinada en el intervalo de
cristalizacion y sujeta a enfriamiento, donde es necesario descender la temperatura
entre — 5y - 8 °C para alcanzar al punto critico de la zona de crecimiento, es decir, el
punto donde comienza la aparicion de nucleos a una determinada temperatura y

concentracion.
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Figura 2. 5 Representacion de la zona metaestable (nucleacién) determinada a partir de
indice de refraccion

Fuente: (Bolafios et al., 2019a)
2.13 Disefio experimental factorial 22

La Tabla 2.5 muestra la proporcion de la mezcla de solventes %v/v en sus dos niveles
asi como la velocidad de agitacién, seguidamente se ilustra en la Tabla 2.6 el disefio
factorial 22 para saber el efecto de los factores involucrados en dos parametros de
cristalizacion. Tales experimentos han sido realizados aleatoriamente y por duplicado
con lo que se obtuvo un total de 8 corridas (4 para cada réplica). Las variables de
respuesta fueron dos de tipo cuantitativas: el tamafio de cristal D(2,1) reportado en
micras y la masa de cristal formado (MCF), en g recuperados (en 300 mL de solucién).

Tabla 2. 5 Proporcién de la mezcla de solventes (%v/v) y velocidad de agitacion

Factores Nivel
Bajo Alto
Proporcién en la mezcla de | 65-35 % alcohol etilico — 70-30 % alcohol etilico — agua
solventes (%v/v). agua
Velocidad de agitacion 150 250
(rpm).
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Tabla 2. 6 Disefio factorial 22 para la cristalizacion del Reb A-miel de abeja

Orden de Factor Respuesta
experimento
A B AB MCF DTC

1 - +

2 +

3 - +

4 + + +

5 - +

6 - +

7 +

8 + + +

Se establecieron dos factores cada uno con un nivel alto y bajo; factor A (la proporcion
en la mezcla de solventes %v/v) con dos niveles, 65 % alcohol etilico—35 % agua (bajo)
y 70 % alcohol etilico—30 % agua (alto), siendo seleccionadas de la Seccién 2.10
debido a que presentaron el grado de concentracion mas alto reportado en IR; y factor
B (la velocidad de agitacién) con dos niveles 150 rpm (bajo) y 250 rpm (alto).

Prueba de hipétesis:

e Efecto del tratamiento ti del factor A (%v/v del solvente):

Hipotesis nula: El efecto del porcentaje v/v de la mezcla de solventes no modifica la

D(2,1) y la MCF.

Ho: 65 — 35 %= 70 — 30 %= 0 (2.4)
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Hipotesis alterna: El efecto del porcentaje v/v de la mezcla de solventes modifica la
D(2,1) y la MCF.

Hi: al menos una ti # 0 (2.5)

e Efecto del tratamiento gj del factor B (Velocidad de agitacion):

Hipotesis nula: La velocidad de agitacion es igual sobre la D(2,1) y la MCF-.
Ho: 150 rpm = 250 rpm =0 (2.6)

Hipotesis alterna: La velocidad de agitacion es diferente sobre la D(2,1) y la MCF.

Hi: al menos una Bj # 0 (2.7)

e Efecto de la interaccion de tratamientos (zf8)ij de los factores Ay B:

Hipotesis nula: La interaccion de los dos factores es igual sobre la D(2,1)
y la MCF.

Ho: 65 -35% y 150 rpm=65-35% y 250 rpm =70 - 30 % y 150 rpm
=70-30%y 250 rpm (2.8)

Hipotesis alterna: La interaccion de los dos factores es diferente sobre la D(2,1) y la
MCF.
H1: al menos una (z8)ij # 0 (2.9)

Mediante un analisis de varianza (ANOVA) de los datos experimentales obtenidos
usando el programa Minitab 18 se evaluo el efecto de la velocidad de agitacion, el

%v/v de la mezcla de solventes y su interaccion sobre la D(2,1) y la MCF-.
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2.14 Procedimiento experimental para la cristalizacion

2.14.1 Solucién saturada

Para iniciar el proceso de cristalizacion de Reb A-miel de abeja, es necesario preparar
una solucion saturada de la misma. La solubilidad del sistema esta fuertemente en
dependencia de la temperatura, por lo cual, las cantidades de solvente (alcohol etilico-
agua) y soluto (Reb A-miel de abeja) que se utilizan estan definidas por la temperatura

a la cual se desea saturar la solucion.

La metodologia utilizada para obtener una solucion saturada de Reb A-miel de abeja

para la cristalizacion es la siguiente:

Se inicia definiendo la temperatura de saturacién de la solucién. Posteriormente, se
especifica las proporciones de solvente a emplear alcohol etilico-agua (65-35 y 70-30
%). De acuerdo a los datos de solubilidad obtenidos experimentalmente en la seccion
2.10, se determina la concentracion de saturacion a la temperatura (temperatura de 60
°C) especificada en IR. Seguidamente, se prepara la soluciéon en un matraz de 500 mL
en el cual se mantiene a la temperatura especificada (temperatura de 60 °C) y con una
velocidad agitacién constante (150 rpm y 250 rpm), con el objeto de mantener los
cristales suspendidos y lograr una rapida disolucion. Se mide la concentracién de la
solucién con un refractémetro (IR) manteniendo la temperatura constante. La
saturacion de la solucion se alcanza cuando la medicion de IR concuerda con el
resultado obtenido de la secciéon (2.11) a la temperatura especificada y el valor
permanece constante. Es importante asegurar que la solucién haya alcanzado el IR
de saturacion, si no es asi, agregar mas soluto en pequefias porciones hasta alcanzar
el IR deseado o que tenga cristales. Si hay cristales y se ha alcanzado la concentracion
de saturacion, dejar la solucion en agitacion por 15 min, si no se disuelven agregar de
1 a 2 mL de agua, seguir diluyendo por 10 min, hasta la desaparicion de los cristales.

Tomar el IR e iniciar la corrida experimental.
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2.14.2 Cristalizaciéon del Reb A-miel de abeja

Para llevar a cabo la cristalizacion del Reb A-miel de abeja, la solucion debe estar
saturada en el interior del cristalizador y a su temperatura de saturacion. Asimismo, la
temperatura del agua en la chaqueta de enfriamiento debe tener un valor cercano a la

temperatura de saturacion.
El procedimiento experimental fue el siguiente:

Se prepar6 una solucién saturada (Solucion saturada 1) con 166.5 g de Reb A con
pureza del 95 % en 300 mL de alcohol etilico-agua (65-35 %) y 50 mL de miel
(temperatura de 60 °C) de acuerdo al procedimiento de la Seccion 2.14.1. Se repite
este procedimiento (Solucion saturada 2) con 153.5 g de Reb A en 300 mL de alcohol
etilico-agua (70-30 %) y 50 ml de miel (temperatura de 60 °C). Se verifica su
concentracion por medio de un refractometro comprobando asi, la concentracion de
inicio encontrada en la Seccion 2.11, también es importante tomar micrografias para
verificar la disolucién de todas las particulas de Reb A. Esta solucion se cargd
ocupando un volumen de 400 mL en el cristalizador batch.

Previamente, se activo el equipo de cristalizacion, sistema de adquisicion de datos,
software y hardware por medio de las conexiones eléctricas y con el encendido de la

computadora central.

Seguidamente se especifico la trayectoria del perfil de temperatura y se verifica las
temperaturas del proceso mediante la interface grafica del software de control
“JULABO EasyTemp Professional’. Se ajusta las rpm mediante el programa
‘RPM_T1_T2_DIF” para el control de la trayectoria de la velocidad de agitacion, ambos

factores son manipulados para el control del proceso.

Se establecié un perfil de enfriamiento natural, dado que, segun Bolafios et al., (2008),
encontraron que el enfriamiento natural propicio mayor formacion de tamafio y masa

de cristal formado entre los perfiles propuestos (cubico, lineal y natural) en la
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cristalizacion de azlcar de cafa. Establecida esta condicion, se efectlio un cambio

escalon en la temperatura de la chaqueta por medio del tanque de enfriamiento:

Se envia por medio de la computadora la sefial de cambio en la temperatura, con el
fin de provocar el cambio escal6n a la temperatura de enfriamiento deseada, siguiendo
una trayectoria de enfriamiento natural pero lento. El rango de cristalizaciéon por
enfriamiento para el presente trabajo fue de 60 °C a 10 °C, debido a que en este rango
es donde se presenta la mayor pendiente, ademas temperaturas por debajo de los 10
°C es dificil llevar el equipo de cristalizacion con el cual se trabaja y temperaturas por

arriba de 60 °C, se ha encontrado que la stevia presenta degradacion (Galicia, 2017).

Se establecié un perfil de agitacion constante, asi para las corridas experimentales se
propusieron dos agitaciones (150 RPM y 250 RPM). Se activd el cronbmetro que
registra el tiempo de proceso y la computadora almacena la informacion de la

adquisiciéon de datos en tiempo real.

Se tomé una muestra de la solucién de 3 mL al inicio y durante cada 30 min hasta
finalizar el proceso para la medicion de IR y captura de micrografias. La masa de cristal
formada fue cuantificada sélo al final. Las micrografias fueron tomadas en cada
muestreo realizado cada 30 min durante 3 h y con el software de analisis de imagenes
Digimizer Version 5.7.0 se midieron las areas en pixeles posteriormente el programa
DTC.ipynb desarrollado en Julia 1.5.2, se efectla la conversion de pixeles a micras
para las diferentes distribuciones de tamafio del cristal en funcién de nimero, longitud,
area y volumen. Finalmente, el tiempo de desarrollo del proceso para los perfiles de

agitacion y de temperatura fue de 180 min.

2.15 Metodologia para el calculo de la DTC

2.15.1 Determinacion de tamafio promedio de cristal

Para cuantificar el tamafio promedio de cristal (D(2,1) se tomaron micrografias de los
cristales ubicados en el seno de la solucion y se analizaron mediante la técnica de

medicion de cristales descrita por Bolafios et al., (2008) que se basa en la conversion
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de pixeles a micras de los cristales. Cabe mencionar, que se requiere de una
modificacién a dicha técnica elaborada por Ramos y Valdés (2016) que consiste en la

calibracion y ajuste del factor de conversion del objetivo 10x (1 pixel = 0.432364615).

Las areas de los cristales obtenidas fueron transformadas a micras mediante
un factor de conversion calculado para el sistema de adquisicion de imagenes

empleado.

2.15.2 Captura de iméagenes

Esta es la primera etapa comprendida en la medicion de DTC, en donde las
micrografias fueron tomadas en cada muestreo realizado cada 30 min durante 3 h y
con el software de analisis de imagenes Digimizer Version 5.7.0 se midieron las areas
en pixeles posteriormente en el programa DTC.ipynb desarrollado en Julia 1.5.2, se
lleva a cabo la conversion de pixeles a micras y se generan los valores para los
diferentes distribuciones. Esta etapa es primordial en el andlisis de DTC, ya que, si la
captura de imagenes no se lleva a cabo de forma correcta, el algoritmo no obtendra
datos que representen adecuadamente la DTC experimental. La muestra de cristales
puede estar dispersa en una solucién de algun solvente (etanol anhidro, cloroformo,
etc.) que no disuelva los cristales obtenidos o modifique su tamafo, o pueden ser
muestras obtenidas directamente del interior del cristalizador, en donde los cristales
se encuentran en equilibrio termodindmico con la solucién, por lo que no se afectara
su tamafio si la muestra se mantiene sin cambios en la temperatura. Por tal motivo, se
presentan algunas directrices que facilitan el llevar a cabo esta tarea de manera

adecuada.

1. Si la muestra es obtenida del interior del cristalizador, procurar mantenerla a la
misma temperatura o evitar la captura de imagenes por largos periodos de tiempo
(120 min).
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2. Se establece un periodo de muestreo en funcioén del tiempo en que tarda en
realizarse una corrida experimental, por lo cual el muestreo se realizd6 cada 30
minutos durante un periodo de 3 h.

3. Colocar la muestra en un portaobjetos limpio y distribuirla sobre toda el area
empleando otro portaobjetos limpio disponible sin realizar demasiada presion o
esfuerzo mecéanico. El portaobjetos debe estar libre de incrustaciones o rayones,
ya que producen ruido durante el analisis automatizado.

4. Seleccionar el objetivo (aumento) adecuado. Si los cristales son nucleos formados
se recomienda emplear 10X, por el contrario, si los cristales son semillas o cristales
en formacion se recomienda usar 4X.

5. Tomar en promedio de 5 imagenes de distintas zonas del portaobjetos sin realizar
modificaciones en la intensidad de la luz. Esto facilita la identificacion de las
particulas y evita una etapa de calibracion de histograma.

6. La configuracién de la cAmara digital debe ser elegida con la mayor resolucion y no
ser modificada para analisis posteriores, ya que esto modifica el factor de

conversién especifico para el sistema de adquisicion de imagenes.
2.16 Determinacion de masa de cristal formada

La masa de cristal formada (MCF) fue cuantificada en base a la técnica de peso seco.
En cada cristalizacion se muestrearon 20 mL de solucion cristalizada (licor madre +
cristales) en tubos que con anticipacion se acondicionaron es decir, se pesaron vacios
en una balanza analitica y se colocaron en una centrifuga por un tiempo de 5 min a
3000 rpm, este proceso se repitié de dos a tres veces por muestra con el fin de eliminar

la mayor cantidad de solvente.

En seguida, el producto obtenido se sometié a calentamiento en una estufa a 80 °C
por un tiempo de 6 h con la finalidad de evaporar el solvente residual y obtener una
muestra seca (cristales secos). En todo el proceso de secado fue necesario mover la
muestra contenida en los tubos cada hora, de esta manera fue posible el contacto de

aire caliente con la muestra himeda y prevenir que los cristales se apelmacen.
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2.17 Andlisis de pardmetros fisicos y organolépticos

El producto cristalino obtenido de la mezcla de Reb A- miel de abeja es caracterizado
a partir de dos parametros, los de tipo fisico: tamafio de cristal D(2,1) y color; y los de

tipo organolépticos que incluyen: color, sabor, olor y apariencia.

2.17.1 Determinacién de color

Se utilizé un espectrofotdmetro colorimétrico el cual mide el color aplicando la escala
Hunter L, a, b, apoyada en la teoria del color contrario en un espacio rectangular
tridimensional la cual asume que el espectro visible se percibe como pares de

opuestos:
Eje L: Luz contra oscuridad, donde O es negro, 100 es blanco y 50 es gris

Eje a: rojo contra verde, donde un valor positivo indica rojo, negativo indica verde y O

neutral.

Eje b: amarillo contra azul, donde un valor positivo indica amarillo, negativo indica azul

y 0 neutral.

Se necesita de tres valores (AL, Aa y Ab) que indican la diferencia de L, a y b entre un

estandar y una muestra para definir completamente el color de un objeto, estos son:

e Si AL es: positivo, la muestra es mas clara que el estandar; si es negativo,
es mas oscura que el estandar.

e Si Aa es: positivo, la muestra es mas roja (o menos verde) que el estandar;
si es negativo es mas verde (0 menos roja).

e Si Ab es: positivo la muestra es mas amarilla (0 menos azul) que el estandar;

si es negativo es mas azul (o menos amarilla).
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2.17.2 Determinacién de caracteristicas organolépticas

Se realiz6 un analisis sensorial donde se evaluaron cuatro atributos importantes de los
edulcorantes como: olor, sabor, color y apariencia. Utilizando una prueba heddnica de
aceptacion-rechazo en base a los atributos antes mencionados, se efectud la
evaluacion sensorial a un panel no capacitado conformado de 20 personas con la
finalidad de conocer las recomendaciones y preferencias de los consumidores en
funcion de las propiedades tangibles y bien definidas del producto, para asi impulsar
su desarrollo o mejora dirigida a la comunidad cientifica del area de alimentos y/o

directivos de empresas.
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CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1Determinacion de adulteracién de miel de abeja por Infrarrojo

Mediante el analisis cualitativo, las muestras de miel se compararon contra la muestra
patrén (Miel proveniente del Colegio de Posgraduados campus Cordoba, la cual se
tiene bajo control de estudio). Con respecto a lo observado en las graficas se presentd
un comportamiento similar a la muestra patron, es decir, en términos de absorbancia
la pureza de las muestras de miel de abeja fue analizada, donde dicho pardmetro fue
satisfactorio. Las muestras de miel recolectadas se ilustran en la Figura 3.1 donde, la
Figura 3.1a corresponde a miel de la zona de Amatlan, la Figura 3.1b a miel

proveniente de Alamo y la Figura 3.1c a miel de la region de Cordoba.

a) b) c)

Figura 3. 1 a) Miel de Amatlan, b) Miel de Alamo y c¢) Miel de Cérdoba

A continuacion se presentan los espectros en términos de absorbancia generados por

infrarrojo para el estudio de las muestras de miel.

El espectro FTIR de la muestra de miel de abeja de referencia se presenta en la Figura

3.2 donde, se refleja la composicién quimica desde el punto de vista vibracional-
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estructural. Aunque estos son en ocasiones complejos, es posible definir algunas

bandas caracteristicas de grupos funcionales presentes y su abundancia.

Para tal caso de dicha miel de abeja, el espectro FTIR muestra diferentes bandas de
absorcién, por ejemplo en la regién (900-1200 cm), la cual est4 asociada a la
absorcion de los azucares presentes en miel de abeja. Ademas de lo anterior, es
posible también observar bandas de absorcidon que estan ligadas a la presencia de
agua (3000-3600 cm™?) y de (1500-1800 cm™).

0.8

0.4

Absorbancia

0.0

LN R LA LA LA N S I R B |
3900 3600 3300 3000 2700 2400 2100 1800 1500 1200 900 600

Numero de onda (Cm™)

Figura 3. 2 Espectroscopia infrarroja (FTIR) de la muestra de miel de abeja de referencia

En la Figura 3.3 se presenta nuevamente el espectro FTIR de la miel de la muestra de
referencia en conjunto con los espectros FTIR de las muestras de miel de abeja de
Amatlan y Alamo, donde, en la region de 900-1200 cm™ se muestran algunas de las
principales frecuencias y grupos funcionales caracteristicos de los monosacaridos
como son glucosa y fructosa, asi como a otra pequefia proporcion debida a los

disacéaridos como la sacarosa.

59



Resultados y discusion

08 Amatlan
\ Alamo
Miel colpos

Absorbancia

——— 1 ~ T -~ 1 1 T T "~ 1 "~ T T 1T "1
3900 3600 3300 3000 2700 2400 2100 1800 1500 1200 900 600

Numero de onda (Cm™)

Figura 3. 3 Espectroscopia infrarroja (FTIR) de la muestra de referencia vs muestra de
miel de abeja de Amatlan y Alamo

En la Figura 3.4 se observa solamente el espectro FTIR de la region de los azlcares;
a este mismo intervalo se le conoce como la region de la huella digital donde cada

azucar presenta una banda de absorcion caracteristica.

Amatlan
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Figura 3. 4 Espectroscopia infrarroja (FTIR) del ajuste de la muestra de referencia vs
muestra de miel de abeja de Amatlan y Alamo
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3.2Caracterizacion fisicoguimica

La caracterizacion fisicoquimica en la miel suele realizarse para determinar la calidad
de sus componentes. Para analizar la composicion de la miel se emplearon parametros
establecidos por las normas (Codex Alimentarius, 2019) asi, como los parametros
establecidos por las Normas Oficiales Mexicanas (PROY-NOM-004-SAG/GAN, 2018).

En la Tabla 3.1 se presenta una recopilacion de resultados obtenidos de la
caracterizacion fisicoquimica asi como los parametros establecidos por normas que
rigen los métodos para la evaluacion y estudio de la composicién de mieles de abeja.
Los valores de las réplicas de las pruebas mencionadas anteriormente se presentan

en el Anexo A.2.

Tabla 3. 1 Caracterizacion fisicoquimica de las mieles de abeja

Prueba Miel de abeja Pardmetros Pardmetros Norma
(Codex Alimentariu Oficial Mexicana
1 2 3 s, 2019) (PROY-NOM-004-SA
G/GAN, 2018)
pH 3.942 | 3.865 | 4.411 No establecido No establecido
Acidez libre (meg/Kg) 6.7 6.4 6.9 < 50 meq de 4cido Maximo 50.00 meqg/kg
por kg
Viscosidad (poise) 36 116 176.6 No establecido No establecido
Color (Escala Pfund) 95 35 46 No establecido No establecido
Conductividad 0.732 | 0.181 | 0.428 < 0.8 mS/cm Maximo 0.80 mS/cm
eléctrica (mS/cm)
Actividad de agua 0.57 0.52 0.47 <0.85 No establecido
(Aw) (Para alimentos)
CXC 75-2015
Humedad % (g/100g) | 14.22 | 12.64 | 11.32 <20% Méximo 20.00 %
°Brix 0 % de sélidos 79.7 82.0 81.9 No establecido No establecido
solubles / 100 g miel
Sacarosa 1.11 1.22 1.91 <5 ¢g/100g Maximo
% (g/100 cm3) 5.00 %
Azucares reductores | 60.43 | 76.47 | 69.94 > 60 g/100g Minimo
% (g/100g) 60 g/100g
Proteinas 0.466 | 0.241 | 0.519 0.2-2% (CODEX No establecido
(%) STAN-1-2007)
Hidroximetilfurfural 204 221 20.6 < 40 mg/kg. Méaximo 40.00 mg/kg
(mg HMF/kg miel)
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Los resultados son comparados a los reportados por Moguel Ordofiez et al., (2005),
en un estudio de la calidad fisicoquimica de las mieles de las abejas meliferas (Apis
mellifera) producidas en el estado de Yucatan, los cuales presentaron un contenido de
azucares reductores (78.5 %), HMF (17.9 mg/kg) y los parametros de humedad (19.2
%), sacarosa (1.5 %) y acidez libre (31.3 meg/kg). Dichos resultados se encuentra
dentro de los valores obtenidos en este trabajo, es importante mencionar que estos
valores varian como consecuencia de la flora de origen, de la zona, y de las
condiciones climaticas. De acuerdo a los datos generados en la caracterizacion
fisicoquimica de las mieles, se determind que cualquier miel de abeja analizada en el
presente trabajo era apta como materia prima para la cristalizacion de la mezcla stevia
(Reb A)- Azucares levégiros puesto que las tres mieles cumplieron con los parametros
establecidos por las normas de Codex Alimentarius (Codex Alimentarius, 2019), asi
como los pardmetros establecidos por las Normas Oficiales Mexicanas (PROY-NOM-
004-SAG/GAN, 2018) en la determinacion de calidad de sus componentes.

3.3Pruebas de mezclas de alcohol etilico/agua

Se estudiaron cuatro pares de porcentaje de alcohol etilico y agua para un volumen de
100 mL de solvente. Considerando los datos experimentales del Reb A en alcohol
etilico y agua reportados por Galicia (2017) y Bolafios et al., (2019a), donde dichas
mezclas presentaron concentraciones altas en °Brix (superiores a los 50 °Brix) e IR.
En base a dicha delimitacion se establecieron los porcentajes (55-45 %, 60-40 %, 65-

35 % y 70-30 %) para la prueba de mezclas (Figura 3.5).

Figura 3. 5 Porcentajes de mezclas de alcohol etilico/agua

62



Resultados y discusion

Los datos experimentales de las cuatro diferentes proporciones de la mezcla de
solvente, la cantidad de soluto requerido para saturar la muestra a una temperatura de
60 °C asi como el grado de concentracion reportado en IR se presentan en la Tabla
3.2. En el Anexo B.1 se muestran las cantidades dosificadas hasta alcanzar el punto
de saturacion de la mezcla a la temperatura de 60 °C. Las concentraciones mas altas
se hallaron en mezclas de 65-35y 70-30 %.

Tabla 3. 2 Concentracion de Reb Ay miel de abeja en 100 mL de solvente

Alcohol etilico- | Cantidad de Reb A Cantidad indice de
Agua Destilada agregada (g) agregada de Miel | refraccion
(%viv) de abeja (mL)
55-45 66.5 16.6 1.4205
60-40 60.4 16.6 1.4210
65-35 54.5 16.6 1.4284
70-30 49 16.6 1.4242

Se observo que el alcohol etilico ayudo a incrementar la solubilidad del Reb A-miel de
abeja en el agua a temperatura de 60 °C, como consecuencia de ello, se obtuvo un
aumento de la concentracion, obteniéndose soluciones madre de 1.4205 a 1.4284 IR.
Sin embargo, se observé paralelamente una mayor disolucién conforme aumentaba la
cantidad de alcohol en la mezcla, pero al mismo tiempo habia un exceso de
evaporacion (a causa del bajo punto de ebullicion del alcohol etilico) que limité dicha
disolucién llevando a la muestra a saturarse de inmediato con pocas cantidades de
soluto. Asi, la concentracion de saturacidén de la mezcla de stevia (Reb A) - miel de
abeja en alcohol etilico/agua obtenida experimentalmente fue determinada por la
maxima cantidad que fue soluble a temperatura de 60 °C. Las proporciones de alcohol
etilico-agua que favorecieron el aumento de concentracion tomando como base un

volumen de 100 mL fueron en cantidades de alcohol etilico (65 y 70 %) y de agua (35
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y 30 %), puesto que emplear concentraciones al 100 % de ambos solventes
desfavorece el acondicionamiento de la muestra para la cristalizacion del Reb A-miel
de abeja (ver Figura 3.6).

Figura 3. 6 Mezclas de alcohol etilico/agua seleccionadas

3.40btencion de la curva de solubilidad

Se presentan los valores promedio de las dos réplicas de IR realizadas para cada
temperatura de saturacion propuesta (Tabla 3.3). Los resultados de la replicas se
encuentran en el Anexo B.2, donde la concentracion de saturacion del Reb A-miel de
abeja en el solvente fue obtenida experimentalmente por la determinacién de la
méaxima cantidad que fue soluble en el alcohol etilico a diferentes temperaturas de
saturacion. Para el cual se establecié un volumen de 300 mL (%v/v) para la mezcla

alcohol etilico-agua (195 mL alcohol etilico -105 mL agua).

Tabla 3. 3 Puntos de solubilidad experimentales

Temperatura IR
°C ¢
60 1.4291
50 1.4268
40 1.4244
20 1.4228
10 1.4219
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Se pudo observar que la concentracion aumentd conforme se incrementaba la
temperatura, dado que la solubilidad frecuentemente se incrementa con la

temperatura.

La Figura 3.7 presenta el comportamiento del indice de refraccion respecto a la
temperatura, donde el indice de refraccion aumento conforme se incrementaba la
temperatura, puesto que, al agregar mas soluto a un solvente se generan mayor
ndamero de particulas junto a un incremento de temperatura, en consecuencia, la
concentracion tiende a aumentar. La variacion del indice de refraccion respecto a la
temperatura es pequefia (£ 0.001) lo que indica que, la concentracidbn no vario
significativamente en el rango de temperatura de trabajo, dicho de otra manera, el Reb
A es en cierta medida soluble en agua de 10 a 60 °C y a temperaturas superiores es

sumamente soluble lo que obstaculiza su cristalizacién por la elevada sobresaturacion.

Segun (Galicia, 2017), observo que cuando calentaba arriba de 60 °C y enfriaba, la
morfologia de los cristales era indefinida y se hacian camulos y debajo de 10 °C es
dificil llevar el equipo que se tiene, ademas demostré que no es factible bajar mas la

temperatura dado que no hay variacion significativa en el producto final.

1.43
1429 A y = 3E-06X2 - 4E-05x + 1.4222
R2 =0.9927 //
_ 1.428 A ‘
O
S 1.427 A
o
“q:) 1.426 A
2 1.425 |
[¢b]
L 1.424 -
©
[
= 1.423 - _
1.422 e : —— Polinémica (Curva de
solubilidad)
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Figura 3. 7 Puntos experimentales de solubilidad (indice de refraccion)
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3.5Seguimiento experimental de la cristalizacion del Reb A-miel de abeja

A partir de la instrumentacion virtual realizado en LabVIEW para el control de la
velocidad de agitacion desarrollado por Bolafios et al., (2019a), donde para el presente
trabajo se ajustd una agitacion constante en cada corrida experimental, 150 rpm y 250

rpm nivel bajo y alto, respectivamente; del disefio de experimentos.

Primero se inicio registrando el nombre de la muestra o nimero de Experimento, asi
como la agitacion a emplear (Figura 3.8). Posteriormente, en la Figura 3.9 se ajusto
las rpm asi como el registro de datos, también se puede visualizar las variaciones en
la velocidad de agitacion del proceso. Para el control de la temperatura se programo
un perfil de enfriamiento natural combinado con un perfil de enfriamiento lineal en la

paqueteria de JULABO EasyTemp Professional (Figura 3.10).
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Figura 3. 8 Instrumentacion virtual para el registro de la muestra
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Figura 3. 9 Instrumentacion virtual para el control de la velocidad de agitacion
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Figura 3. 10 Paqueteria de JULABO EasyTemp Professional para el control de la
temperatura

Se utilizé la metodologia descrita en la seccion 2.14. Se realizaron los experimentos
en los cuales se efectudé un cambio escalon en la temperatura de la chaqueta del
cristalizador, las diferencias de temperatura fueron de 60 °Ca 50 °Cyde 50°C a9 °C

siguiendo un perfil de enfriamiento lineal.
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Se monitoreo la temperatura interna del cristalizador y se registraron en base a
muestreos realizados en lapso de 30 min los datos experimentales de cada
experimento. Los datos experimentales se muestran en el Anexo C.1. El cristalizador
esta acoplado a un bafio de enfriamiento marca Julabo. El proceso se efectud a presion
atmosférica. Al inicio de la cristalizacion se observd un incremento en la
sobresaturacién generando con ello nicleos, posteriormente la concentracion baja
debido a que los nucleos absorben el soluto logrando que la transferencia de masa
sea rapida y la solucion se queda sobre la linea de la saturacion. Referente a la DTC
en la fase de crecimiento, se encontrd que el perfil de enfriamiento natural produjo una
alta tasa de velocidad de crecimiento, esto en correspondencia con la mayor
sobresaturacion producida por el cambio mas rapido en la temperatura en el
cristalizador (Figura 3.11). La nucleacion asi como crecimiento de los cristales se
monitoreo desde el inicio hasta el final del proceso, tomando 3 mL de muestra desde

el interior del cristalizador cada 30 min hasta finalizar el lote en el min 180.
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Figura 3. 11 indice de refraccion vs temperatura (°C)
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La solucion debe iniciar idealmente en el punto de saturacion lo cual es muy dificil
obtener una solucién a la temperatura que se requiere sin cristales a la concentracion
de saturacion, por lo cual se permitio iniciar un poco debajo del IR a temperatura de
saturacion de 60 °C. Se registro un decremento de 7 grados en promedio en un lapso
de 30 min. En la Figura 3.12 se aprecia la temperatura interna del cristalizador para
cada una de las corridas. Al utilizar el perfil natural para cada una de las corridas se
efectu6 un cambio brusco de temperatura de 60 °C a 50 °C, el cual propicia la
nucleacion, al comportarse posteriormente como perfil lineal se estabiliza el proceso,

y sigue un trayecto de enfriamiento lento y estable.
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Figura 3. 12 Temperatura interna del cristalizador

Al implementar el perfil de enfriamiento natural (cambio escalon de temperatura de
60 °C a 50 °C) fue necesario iniciar enfriando lento, siguiendo una trayectoria de
enfriamiento natural pero lento, es decir, descender la temperatura gradualmente,

puesto que si es muy rapido dicho enfriamiento, (ejemplo variacién en el descenso de
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la temperatura) se produce demasiada nucleacion y los cristales no crecen, después
de efectuar el cambio de escalon en la temperatura de 60 °C a 50 °C del perfil de
enfriamiento natural, se programo el sistema para un perfil de enfriamiento lineal de
50 °C a 10 °C, donde se observo que no hubo cambio significativo con el enfriamiento
natural, ya que el perfil de enfriamiento natural después de estabilizarse tiende a

comportarse como uno lineal.

En esta etapa, el enfriamiento natural de la solucion promueve un aumento en el
crecimiento de cristales y posteriormente disminuye hacia el final del lote. Se determiné
gue entre mas lento sea el enfriamiento, en otros términos, un descenso de la
temperatura gradualmente, el cristal tiende a crecer mas (um/min). Sim embargo el
tiempo de lote para la cristalizacién del Reb A-miel de abeja fue de 3 h.

En la Figura 3.13 se observa el comportamiento del IR en funcién del tiempo, se puede
apreciar que la concentracion sube hasta alcanzar la sobresaturacién, como
consecuencia de ello se generan ndcleos, estos crecen conforme transcurre el tiempo
hasta el agotamiento del soluto y quedar sobre la linea de saturacién. Es decir, al inicio
se propicié un enfriamiento brusco para generar ndcleos y después despacio para

hacer crecer esos nucleos.

El perfil de enfriamiento natural pudo originar un enfriamiento brusco por efecto del
enfriamiento dentro del cristalizador (por ejemplo, enfriamiento natural en
cristalizadores por lotes operados a presioén atmosférica), beneficiando el crecimiento
de cristales de Reb A-miel de abeja. A su vez, el aumento en el crecimiento de
cristales, la masa formada y el agotamiento de la sobresaturacion disponible en el

sistema.
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Figura 3. 13 indice de refraccion vs tiempo (min)

3.6Sobresaturacioén relativa

Se presentan los valores experimentales de la sobresaturacion con respecto al tiempo.
La tendencia cualitativa de los datos experimentales sigue en su mayoria el mismo
comportamiento para cada corrida experimental. En el orden experimental, la corrida
3 alcanz6 valores mayores de sobresaturacion relativa con 0.0067 en el intervalo de
tiempo analizado que el resto de las corridas. Se observdé que valores altos de
sobresaturacion conllevan a altas cantidades de formacion de nucleos. La formacion
de cantidades grandes de nucleos se dio alrededor del min 30, posteriormente se
presenta un rapido crecimiento de cristales que ocasiona que la sobresaturacion
disminuya hasta el min 60. Mas tarde cuando la sobresaturacion baja, por
consiguiente, la nucleacion decae y aumenta el crecimiento de cristales hasta alcanzar
58.3988 um de tamarfio en el min 90. A partir de ese momento, el crecimiento se hace
mas lento causado al cambio de las propiedades del sistema cuando se tiene una

cantidad considerable de cristales en la solucion. Los primeros 30 min del proceso

71



Resultados y discusion

provocan el mayor cambio de la temperatura y por consecuencia de las propiedades,
la sobresaturacion incrementa rapidamente y con ella la velocidad de nucleacion.
Cuando los valores de sobresaturacion alcanzaron a descender a valores cercanos a
cero y con ello un agotamiento significativo del soluto, dio la pauta a establecer la
duracion del lote o el proceso de crecimiento de cristales. Lo anterior no soélo
demuestra que el sistema nucled si no que el proceso finalizé de manera adecuada.

La sobresaturacion relativa dio la pauta a dar por terminada cada corrida, dado que si
esta tiende aproximarse a cero, se dice que esta sobre la linea de sobresaturacion y
la cristalizacion ha terminado. ElI comportamiento de la sobresaturacion relativa

respecto a cada corrida experimental se muestra en la Figuras 3.14-3.17).
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Figura 3. 14 Sobresaturacion relativa vs tiempo (min) corrida 1y 5
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Figura 3. 16 Sobresaturacion relativa vs tiempo (min) corrida 3y 6
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Figura 3. 17 Sobresaturacion relativa vs tiempo (min) corrida 4y 8

3.7Distribucién de tamafio de cristal y masa de cristal formado

El comportamiento en el avance del crecimiento y la morfologia de los cristales se
presenta en la Figura 3.18 donde se puede apreciar al inicio como consecuencia del
salto de temperatura generado de 60 °C a 50 °C, la formacion de nucleos los cuales
afectados por los perfiles de agitacion (agitacién constante) y perfil de enfriamiento
(enfriamiento natural) lograron la formacion de cristales. El proceso se desarrollé en

un periodo de tiempo de 3 h.
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a) min 30 b) min 60

c) min 90 d) min 120

WY/ ot A
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P

1

e) min 150 f) min 180
Figura 3. 18 Seguimiento experimental de la cristalizacion de Stevia (Reb A)-miel de
abeja: a) min 30, b) min 60, c) min 90, d) min 120, €) min 150 y f) min 180

La determinacion del tamafio medio de los cristales se realizé mediante la toma de
muestras extraidas del interior del cristalizador en lapsos de 30 min las cuales fueron
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analizadas tomando micrografias hasta el minuto 180 (tiempo final de lote) empleando
el software de analisis de imagenes Digimizer Version 5.7.0. Se midieron las areas en
pixeles, posteriormente en el programa desarrollado en Julia 1.5.2 se realizé la
conversion de pixeles a micras, conjuntamente el programa calcula los valores para
las diferentes distribuciones (numero, longitud, area y volumen). Los cristales formados
en las mezclas de alcohol acuoso presentaron tener una morfologia rectangular (tipo
laminilla). Dentro del perfil natural empleado, la trayectoria de agitacion constante
impulsé el crecimiento de cristales (area superficial) puesto que, la resistencia a la
transferencia de masa se redujo con el mejor mezclado. En las Figuras 3.19y 3.20 se
muestra el comportamiento de la DTC en funcion del tiempo, donde se aprecia un
crecimiento de tamafio de los cristales proporcional al tiempo, observandose que la
velocidad de agitacion, los perfiles de enfriamiento y el tiempo de proceso son
importantes variables que definen las caracteristicas del producto cristalino. Sin
embargo, en la Figura 3.21, se aprecia que la desviacién estandar fue muy variable y
tendié a ser considerablemente alta, por lo que una excelente distribucion no fue

alcanzada.
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Figura 3. 19 D(2,1) (um) vs tiempo (min)
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Figura 3. 20 D(2,1) (um) vs tiempo (min)

—e— Corrida experimental 1y 5
---4+- Corrida experimental 2y 7
---#--- Corrida experimental 3y 6
---m-- Corrida experimental 4y 8

60 90 120 150
Tiempo (min)

Figura 3. 21 S(2,1) vs tiempo (min)

180

77



Resultados y discusion

En la Tabla 3.4 se presentan los resultados promediados obtenidos de la D(2,1) asi
como la desviacion estandar de los experimentos. El calculo de la DTC para las
diferentes distribuciones en % numero, % longitud, % area y % volumen se muestra
en el Anexo C.2. Para las corridas experimentales 1, 2 ,3 y 4 se ha calculado la D(2,1)

en conjunto con su respectiva replica. Es posible observar que la D(2,1) mostré un

incremento de tamafio en funcion del tiempo.

Tabla 3. 4 DTC (2,1) y S (2,1) experimentales

Tiempo Corridaly5 Corrida2y 7 Corrida3y 6 Corrida4y8
(min) "p2,1) [ S1) | D21 | S21) | D21 | S@1) | DE1) | S@21)
30 18.1614 | 2.7379 | 18.8487 | 4.5707 | 19.0608 | 2.9265 | 19.6033 | 3.4300
60 35.5423 | 19.7769 | 37.3077 | 19.6666 | 36.4621 | 8.0667 | 37.3360 | 34.7974
90 58.0615 | 9.8828 | 59.1286 | 8.4782 | 58.3988 | 18.8404 | 58.0615 | 9.8828
120 |52.6022 | 13.4822 | 53.1982 | 3.4446 |53.8019 | 7.8903 | 53.5643 | 13.2890
150 | 57.8970 | 10.0582 | 59.0692 | 14.0966 | 59.2130 | 15.1346 | 59.1273 | 3.8897
180 | 66.3153 | 10.4847 | 66.9064 | 19.3348 | 67.6252 | 20.5823 | 68.1247 | 15.3576

Respecto a la MCF pardmetro importante en este proceso de cristalizacion, el cual
resulta ser la cantidad producida de producto al término de cada lote, se obtuvo en
promedio 64.4 % de soluto recuperado para la mezcla 65-35 % alcohol etilico - agua
con peso promedio inicial y final de carga de 237.355 g y 152.85 g respectivamente,
para la mezcla 70-30 % se alcanz6 un promedio de 59.33 % de soluto recuperado, con
un peso inicial de 224.355 g y peso del producto al termino del lote de 133.125 g (ver
Figura 3.22)

Figura 3. 22 Masa de cristal formado (MCF)
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3.8 Evaluacion del disefio factorial 22

A continuacion se presenta en la Tabla 3.5 los valores obtenidos del disefio
experimental factorial 22 para cada corrida, donde las variables de respuesta fueron la
masa de cristal formado (MCF) y la distribucion de tamafio de cristal en funcion de la
longitud (D(2,1)). Para cada una de las variables mencionadas se muestra a
continuacion los analisis de varianza, adicionalmente se presentan los efectos de los

factores sobre dichas variables en las Figuras 3.23 y 3.24.

Tabla 3. 5 Resultados del disefio factorial 22 para la cristalizacién del Reb A-miel de abeja

Orden de Factor Respuesta
experimento
Al B| AB MCF D(2,1)
1 - - + 148.8 66.3153
2 + - - 135.5 66.9064
3 - + - 159.9 67.6252
4 + + + 127 68.1247
5 - - + 152.1 66.3153
6 - + - 150.6 67.6252
7 + - - 133.3 66.9064
8 + + + 136.7 68.1247

Los resultados obtenidos mediante el analisis de varianza para la variable de respuesta
D(2,1) (Tabla 3.6) muestra que el efecto de ambos factores son significativos con un
valor de p =2 x 10 ~° por lo cual comparado con un factor de alfa de 0.05 se rechaza
la hipbtesis nula H, de manera que, el Anova es significativo y hay diferencia entre los
tratamientos del factor en estudio notando un mayor efecto del factor B, demostrando
que la velocidad de agitacion afecta potencialmente el crecimiento de los cristales,

ademas si no se tiene un buen control sobre dicho factor, puede presentarse rotura de

79



Resultados y discusion

cristales o una mala homogenizacion de la mezcla. Con respecto al factor A (%V/V),
el efecto significativo de dicho factor pudo haberse dado, debido a que la solubilidad
esta fuertemente afectada por el solvente y la proporcion de este mismo. Se obtuvo
una R? ajustada de 98 % para el modelo.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es DTC, a = 0.05)

Termmino ag7
Factor MNombre
A A
B B

0 5 0 15 20
Efecto estandarizado

Figura 3. 23 Diagrama de Pareto sobre la variable de respuesta de DTC

Tabla 3. 6 Analisis de Varianza para la D(2,1)

Fuente GL | Suma de Cuadrados | Media de Cuadrados | Valor Valor p
Ajustado. Ajustado. F
Modelo 2 3.27028 1.63514 175.00 2x107°
Lineal 2 3.27028 1.63514 175.00 2x107°
A: (%VIV) 1 0.44236 0.44236 47.35 9.9 x10~*
B: Agitacion 1 2.82792 2.82792 302.66 1x1075
Error 5 0.04672 0.00934
Falta de 1 0.00172 0.00172 0.15 | 7.1596 x 10 !
ajuste
Error puro 4 0.04500 0.01125
Total 7 3.31700
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En la Tabla 3.7 se muestran los resultados obtenidos del analisis de varianza para la
variable de respuesta masa de cristal formado (MCF), donde sélo el factor A (%V/V)
fue significativo (valor de p = 0.007). El factor B (Agitacion) no presenté efecto
significativo sobre la MCF, debido que, la condicion de agitacion mecanica no generé
efecto sobre el balance de masa, obteniéndose una R? de 80 % para el ajuste del

modelo.

El comportamiento es similar al observado por Bolafios et al., 2014, donde estudiaron
sobre los efectos de la tasa de agitacion a una velocidad de agitacion constante de
250 rpm, en la produccion de cristales de cafia de azlcar obtenidos en un proceso de
cristalizacion por lotes a escala piloto, donde se determind que la tasa de agitacion no

tiene efecto apreciable en la produccion de FCM.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es MFC, a = 0.05)

Terming 2571
| Factor MNombre
A A
B B

0 1 2 3 4 5 6
Efecto estandarizado

Figura 3. 24 Diagrama de Pareto sobre la variable de respuesta de MFC
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Tabla 3. 7 Analisis de Varianza para la MFC

Fuente GL | Suma de Cuadrados | Media de Cuadrados | Valor F Valor p
Ajuste. Ajuste.
Modelo 2 780.683 390.341 15.59 7x1073
Lineal 2 780.683 390.341 15.59 7x1073
A: (%V/IV) 1 778.151 778.151 31.08 3x1073
B:Agitacion 1 2.531 2.531 0.10 7.63x 101
Error 5 125.166 25.033
Falta de ajuste 1 27.011 27.011 1.10 3.53x101
Error puro 4 98.155 24.539
Total 7 905.849

En las Figuras 3.25 y 3.26 se pueden identificar los efectos principales de los factores
qgue influyen en la variable de respuesta, se observa que los mejores resultados en
DTC y MCF se dieron en nivel alto para la velocidad de agitacion (250 rpm), y nivel
bajo para la proporcion de alcohol etilico-agua (65-35 %), obteniendo con dichas

condiciones de operacion un tamafio maximo para D(2,1)= 67.6251 um y MCF= 159.9

g.

Grafica de efectos principales para DTC
Medias de datos

A B

TR
LT

674

Media

672

670

Figura 3. 25 Grafica de efectos principales sobre la variable de respuesta de DTC
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Grafica de efectos principales para MFC
Medias de datos

A B
155

150

5

Media

135

Figura 3. 26 Grafica de efectos principales sobre la variable de respuesta de MFC

3.9Caracterizacion del producto final

En funcion de la escala de color indicada en el Capitulo 1 (escala de Hunter), se
muestran a continuacion los resultados promedio de la evaluacion de color del Reb-A-
miel de abeja cristalizado (RMC) en la Tabla 3.8. Los valores obtenidos representaron
que la muestra tuvo tendencia a una luminosidad alta (L= 55.34) y parametros de color
a negativo (a=-0.57) y b positivo (b= 4.56) indicando tonalidades de verde y amarillo
respectivamente, derivado al contenido de flavonoides que presentan normalmente las
mieles y que a su vez estos estan directamente relacionados con el color, a medida
que la miel es mas oscura, se incrementa el valor de los flavonoides. Sin embargo, el

producto mostro buena aceptacion.

Tabla 3. 8 Determinacion de color en escala de Hunterlab

Parametros | Réplical Réplica 2 Réplica 3 Promedio
L 54.83 56.51 54.67 55.34
a -0.61 -0.50 -0.60 -0.57
b 3.50 4.97 5.21 456
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3.9.1 Pruebas organolépticas

Se presenta en la Tabla 3.9 la puntuacion asignada por los panelistas para cada

atributo sensorial (sabor, apariencia, color y olor) para la evaluacion del producto final.

Tabla 3. 9 Puntaje asignado en la evaluacion sensorial del producto final

Panelista Sabor Apariencia Color Olor
1 7 6 9 9
2 5 8 6 8
3 8 5 7 7
4 8 8 6 5
5 6 7 8 9
6 7 7 9 7
7 9 4 8 8
8 8 6 6 6
9 6 6 9 6
10 7 7 8 8
11 7 7 7 7
12 7 5 8 6
13 8 5 7 6
14 6 7 7 8
15 7 6 9 7
16 8 6 9 5
17 6 8 7 7
18 7 7 9 6
19 7 8 7 7
20 8 6 8 8

Los resultados generados en Minitab para el analisis de varianza de las pruebas
sensoriales muestran que el valor de probabilidad resulté ser menor a alfa (valor de
p = 0.007) (Tabla 3.10), por lo cual existen diferencias significativas de sabor, olor,
color y aspecto entre las muestras, es decir la evaluacion realizada a los panelistas

mostro que no todos los aspectos evaluados tuvieron la misma aceptacion entre ellos,
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sin embargo el nivel de agrado en general mostro ser relativamente aceptado de 6 a 8
en escala hedonica. A partir de los intervalos de confianza de 95 % para la media
(Tabla 3.11) se realiz6 una comparativa de medias (Prueba de Tukey) para el olor,
color, sabor y apariencia (Tabla 3.12). Se observo que los factores de color, sabor y
olor en base a los intervalos de confianza de 95 % para la media comparten medias
en la letra A, es decir no son significativamente diferentes, de igual manera el sabor,

olor y apariencia hacen un traslape coincidiendo en la letra B.

Las medias generadas para los atributos de sabor, apariencia, color y olor fueron de

7.1, 6.45, 7.7y 7.0, respectivamente.

Tabla 3. 10 Andlisis de Varianza de las pruebas sensoriales (sabor, apariencia, color y
olor)

Fuente GL  Sumade cuadrados | Media de cuadrados | Valor F | valor p

Factor | 3 15.74 5.246 4.38 0.007*
Error | 76 90.95 1.197
Total 79 106.69

*Término significativo (alfa=0.1)

Tabla 3. 11 Andlisis de medias de las pruebas sensoriales (sabor, apariencia, color y olor)

Factor N | Media | Desv.Est. | Intervalos de Confianza de 95 %

Sabor 20 7.100  0.968 (6.613, 7.587)
Apariencia 20  6.450 @ 1.146 (5.963, 6.937)
Color | 20 7.700  1.081 (7.213, 8.187)
Olor 20| 7.000  1.170 (6.513, 7.487)

Desv.Est. agrupada = 1.09394

Tabla 3. 12 Prueba Tukey para las pruebas sensoriales

Factor N Media | Agrupacion
Color 20| 7.700 A

Sabor 20| 7.100 | A B
Olor 20| 7.000 | A B
Apariencia 20 6.450 B
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CONCLUSIONES

e Las mieles obtenidas en las diferentes zonas del estado de Veracruz,
cumplieron con los requisitos de calidad fisicoquimica establecidos por las
normas (Codex Alimentarius, 2019) y la Norma Oficial Mexicana (PROY-
NOM-004-SAG/GAN, 2018).

e Las mieles provenientes de los tres lugares Amatlan, Alamo y Cordoba
obtuvieron la misma aceptabilidad en cuanto al color, olor y consistencia, pero

en cuanto al sabor la miel de Cérdoba tuvo mayor aceptacion.

e Se utiliz6 alcohol etilico como solvente, debido a que el Reb A es
parcialmente soluble en este alcohol, por tal motivo que se empled en mezcla
con el agua para aumentar la solubilidad (%volumen alcohol etilico/volumen
agua). El mayor grado de concentracién reportado en IR para la cristalizaciéon
fue alcanzado en mezclas de proporciones: 65-35y 70-30 % con 1.4284 IRy

1.4242 IR respectivamente.

¢ El perfil de enfriamiento natural después de efectuar el cambio de escalén en
la temperatura de 60 °C a 50 °C y estabilizarse mostro un comportamiento

lineal.

e Alimplementar el perfil de enfriamiento natural fue necesario iniciar enfriando
lento, siguiendo una trayectoria de enfriamiento natural pero lento ya que si
es muy rapido se crea un exceso de nucleacion y los cristales no crecen,
después de efectuar el cambio de escalén en la temperatura de 60 °C a
50 °C del perfil de enfriamiento natural, se programo el sistema para un perfil

de enfriamiento lineal de 50 °C a 10 °C, pero se observo que no hubo cambio

87



Conclusiones y recomendaciones

significativo con el enfriamiento natural, ya que el perfil de enfriamiento

natural después de estabilizarse tiende a comportarse como uno lineal.

e EIl area total de cristales esta fuertemente influencia por los perfiles de
enfriamiento y de agitacion, por lo cual se logré un notable crecimiento de los
cristales con el perfil de enfriamiento natural y el perfil de agitacion constante,

favoreciendo la transferencia de masa.

e La mejores resultados en cuanto la DTC y MCF se dieron en niveles bajos
para para la mezcla de solventes (Alcohol etilico 65 % - Agua 35 %) y alto
para la velocidad de agitacién (250 rpm), obteniendo con estas condiciones
un tamafio maximo para D(2,1)= 67.6251 um y MCF= 159.9 g.
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RECOMENDACIONES

e Elaborar un programa de mantenimiento para el microscopio Zeis Primo Star y
bafio de recirculacion programable Julabo F-34, para asegurar el correcto
funcionamiento durante las corridas experimentales. Asi mismo, de los

termopares del cristalizador.

e Incorporar una pestafia en el instrumento virtual de LabVIEW para el control del

microscopio y asi lograr una mejor manipulacion del proceso.

e Acondicionar el sistema de muestreo del cristalizador batch a presion
atmosférica que facilite y permita la toma de muestra y asegurar que éstas sean

representativas.

e Desarrollar un manual de operacion de equipos del laboratorio de cristalizacion,

para un mejor conocimiento y manejo de ellos y evitar descomponerlos.

e Configurar el refractdmetro automatico de angulo critico modelo ATR-BR de la
marca SCHMIDT HAENSCH para poder trabajar los °Brix para la stevia, puesto

que solo esta configurado para sacarosa.
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ANEXO A CARACTERIZACION DE MIEL DE ABEJA

Anexo A.1 Curvas de calibracién para la determinacién de azlcares reductores

(glucosay fructosa)

En la Figura A.1.1 se ilustra la curva patron para la glucosa en un rango de deteccion:

78-5000 pug/mL generada en el presente trabajo para la determinacion de azlcares

reductores. Asi mismo en la Figura A.1.2 se muestra la curva patrén para la Fructosa

en un rango de deteccion de 39.0625-1250 pg/ml.
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Figura A.1. 1 Curva Patrén de Glucosa
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Figura A.1. 2 Curva Patrén de Fructosa

1500

91



Anexos

ANEXO A.2 RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

En este apartado se presentan (Tablas A.2.1 - A.2.13) los valores experimentales para

la caracterizacion fisicoquimica de las mieles de abeja obtenidos en las réplicas para

pH, acidez libre, viscosidad, color, conductividad eléctrica, actividad de agua,

humedad, °Brix, sacarosa, azucares reductores, proteina e hidroximetilfurfural.

Tabla A.2. 1 Determinacion de pH

Miel Réplical | Réplica2 | Réplica3 Promedio D.E.
1 3.916 3.946 3.966 3.943 0.0252
2 3.858 3.856 3.881 3.865 0.0139
3 4.392 4.41 4.432 4411 0.0200
Tabla A.2. 2 Determinacion de acidez Libre
Miel Meqg/Kg Promedio D.E.
Réplical | Réplica2 | Réplica3
1 6.8 6.7 6.7 6.73 0.0577
2 6.5 6.5 6.4 6.47 0.0577
3 6.9 7 7 6.97 0.0577
Tabla A.2. 3 Determinacion de viscosidad
Poise Promedio D.E
Miel Réplical | Réplica2 | Réplica3
1 36.7 34.1 37.2 36.00 1.6643
2 114 119 115 116.00 2.6458
3 177 176 177 176.67 0.5774




Tabla A.2. 4 Determinacion de color

Anexos

(Escala Pfund) Promedio D.E.

Miel Réplical | Réplica2 | Réplica3

1 96 95 95 95.33 0.5774

2 36 35 36 35.67 0.5774

3 46 47 46 46.33 0.5774

Tabla A.2. 5 Determinacion de conductividad Eléctrica
(mS/cm) Promedio D.E.

Miel Réplical | Réplica2 | Réplica3

1 0.737 0.733 0.728 0.733 0.0045

2 0.185 0.184 0.176 0.182 0.0049

3 0.426 0.43 0.429 0.428 0.0021

Tabla A.2. 6 Determinacion de actividad de agua
Miel aw Promedio D.E
Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
1 0.57 0.58 0.57 0.57 0.0058
2 0.53 0.52 0.51 0.52 0.0100
3 0.48 0.48 0.47 0.48 0.0058
Tabla A.2. 7 Determinacion de Humedad
% (g/100qg) Promedio D.E.

Miel Réplical | Réplica2 | Réplica3

1 4.56 3.95 4.16 4.22 0.3099

2 2.42 2.26 3.25 2.64 0.5314

3 1.27 1.42 1.28 1.32 0.0839
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% de sdlidos solubles / 100 g de miel Promedio D.E.
Miel Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
1 79.5 79.9 79.7 79.70 0.2000
2 82 82.2 81.9 82.03 0.1528
3 81.4 82.2 82.3 81.97 0.4933
Tabla A.2. 9 Determinacién de % sacarosa método polimétrico
(9/100 cm3) Promedio D.E.
Miel Réplica 1 | Réplica 2 | Réplica 3
1 1.15 1.05 1.15 1.117 0.0577
2 1.23 1.2 1.25 1.227 0.0252
3 1.95 1.9 1.9 1.917 0.0289

Tabla A.2. 10 Determinacién de azulcares reductores % Fructosa método DNS

(9/100q9) Promedio D.E.
Miel Réplica 1l | Réplica2 | Réplica3 | Réplica4
1 32.28969 | 32.36667 | 27.80671 | 28.72405 | 30.2968 | 2.3756
2 39.0748 | 38.34316 | 38.27279 | 37.58535 | 38.3190 | 0.6089
3 38.29009 | 31.49093 | 35.95469 | 34.46069 | 35.0491 | 2.8479

Tabla A.2. 11 Determinacion de azUcares reductores % Glucosa método DNS

(9/1009) Promedio D.E.
Miel Réplica 1 | Réplica2 | Réplica 3 | Réplica 4
1 32.13 32.20 27.66 28.57 30.1413 2.3672
2 38.91 38.18 38.11 37.43 38.1585 0.6052
3 38.12 31.35 35.79 34.31 34.8935 2.8371
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% Promedio D.E.
Miel Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
1 0.322 0.54318489 | 0.53311258 0.4661 0.1249
2 0.21709817 0.2760631 0.2323903 0.2419 0.0306
3 0.49386503 | 0.51013942 | 0.55593923 0.5200 0.0322

Tabla A.2. 13 Determinacion de hidroximetilfurfural

Miel Prueba 1
mg/100 g de miel mg HMF/Kg de miel
1 2.04 204
2 2.21 22.1
3 2.06 20.6
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ANEXO B RESULTADOS DE LA PROPORCION DE ALCOHOL ETILICO/AGUA Y
SATURACION

Anexo B.1 Proporcion de alcohol etilico/agua

Se presentan en las Tablas B.1.1 - B.1.4 los valores experimentales de la prueba de
proporciones de alcohol etilico-agua como solvente para la cristalizacion de la mezcla
Reb A-miel de abeja.

Tabla B.1. 1 Concentracion de Reb A-miel de abeja en 100 mL de solvente (55 mL alcohol
etilico-45 mL agua)

Temperatura Cantidad Cantidad indice de refraccion (-)

°C agregadade | agregadade | Réplical Réplica 2
Reb A (9) miel (mL)

60 25 8.3 1.3908 1.3924
60 30 10 1.3982 1.3979
60 35 11.6 1.4030 1.4026
60 40 13.3 1.4117 1.4110
60 45 15 1.4178 1.4158
60 66.5 16.6 1.4215 1.4195

Temperatura Cantidad Cantidad indice de refraccion (-)

°C agregada de | agregadade Réplica 1 Réplica 2
Reb A (g) miel (mL)

60 25 8.3 1.3927 1.392
60 30 10 1.3976 1.3974
60 35 11.6 1.4028 1.4038
60 40 13.3 1.4103 1411
60 45 15 1.4164 1.4152
60 60.4 16.6 1.4196 1.4224

Tabla B.1. 2 Concentracion de Reb A-miel de abeja en 100 mL de solvente (60 mL alcohol
etilico-40 mL agua)
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Tabla B.1. 3 Concentracion de Reb A-miel de abeja en 100 mL de solvente (65 mL alcohol
etilico-35 mL agua).

Temperatura Cantidad Cantidad indice de refraccion (-)

°C agregada de | agregadade Réplica 1 Réplica 2
Reb A (9) miel (mL)

60 25 8.3 1.396 1.3967
60 30 10 1.4019 1.4018
60 35 11.6 1.4074 1.4093
60 40 13.3 1.4137 1.4163
60 45 15 1.418 1.4194
60 54.5 16.6 1.4273 1.4294

Temperatura Cantidad Cantidad indice de refraccion (-)

°C agregada de | agregadade Réplica 1 Réplica 2
Reb A (9) miel (mL)

60 25 8.3 1.3966 1.397
60 30 10 1.4039 1.4028
60 35 11.6 1411 1.4105
60 40 13.3 1.4163 1.4174
60 45 15 1.4219 1.4222
60 49 16.6 1.4246 1.4237

Tabla B.1. 4 Concentracion de Reb A-miel de abeja en 100 mL de solvente (70 mL alcohol
etilico-30 mL agua)
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Anexo B.2 Puntos experimentales de solubilidad

A continuacion se presenta en la Tabla B.2.1 los valores experimentales de las
pruebas de solubilidad. Se propusieron cinco diferentes temperaturas de saturacion,
donde se establecié un volumen de 300 mL (%v/v) parala mezcla alcohol etilico-agua
(195 mL alcohol etilico -105 agua). La prueba termino hasta alcanzar la maxima

cantidad de soluto que ya no pudo diluirse a determinada temperatura.

Tabla B.2. 1 Datos experimentales de solubilidad de la mezcla Reb A-miel de abeja

Temperatura | Indice de refraccion (-) | Promedio
°C Réplical | Réplicaz2 IR
60 1.4289 1.4293 1.4291
50 1.4275 1.4261 1.4268
40 1.4248 1.424 1.4244
20 1.4224 1.4231 1.4228
10 1.4215 1.4223 1.4219
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ANEXO C RESULTADOS DE LAS PRUEBAS EXPERIMENTALES DE LA
CRISTALIZACION

Anexo C.1 Puntos experimentales del disefio factorial 22

En este anexo se presentan en las Tablas C.1.1 — C.1.8 los puntos experimentales de
las ocho corridas realizadas del disefio factorial 22. Cabe mencionar que fueron
tomados dos registros por cada tiempo de muestreo para tener un mejor control del

proceso.

Tabla C.1. 1 Puntos experimentales orden de corrida 1

Tiempo Temperatura indice de refraccion (-) Promedio
(min) (°C) Registro 1 Registro 2
0 60 1.4297 1.4292 1.4295
30 51.9 1.4314 1.4322 1.4318
60 43.69 1.4298 1.4293 1.4296
90 36.7 1.4279 1.4275 1.4277
120 28.31 1.4259 1.4256 1.4258
150 20.1 1.4253 1.4248 1.4251
180 10 1.424 1.4246 1.4243

Tabla C.1. 2 Puntos experimentales orden de corrida 2

Tiempo Temperatura indice de refraccion (-) Promedio
(min) (°C) Registro 1 Registro 2
0 60 1.429 1.4294 1.4292
30 48.19 1.4322 1.434 1.4331
60 42.31 1.4314 1.4323 1.4319
90 36.88 1.4285 1.4263 1.4274
120 26.31 1.4246 1.4255 1.4251
150 17.81 1.4243 1.4249 1.4246
180 9.19 1.4235 1.4242 1.4239
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Tabla C.1. 3 Puntos experimentales orden de corrida 3

Tiempo Temperatura indice de refraccion (-) Promedio
(min) (°C) Registro 1 Registro 2
0 60 1.4293 1.4295 1.4294
30 54.38 1.4315 1.4327 1.4321
60 43.75 1.4348 1.4366 1.4357
90 38.88 1.4309 1.4304 1.4307
120 29.81 1.4289 1.4281 1.4285
150 19.8 1.4264 1.4257 1.4261
180 9.61 1.4236 1.4239 1.4238

Tabla C.1. 4 Puntos experimentales orden de corrida 4

Tiempo Temperatura indice de refraccion (-) Promedio
(min) (°C) Registro 1 Registro 2
0 60 1.4291 1.4294 1.4293
30 50.38 1.4317 1.4319 1.4318
60 39.19 1.4297 1.4294 1.4296
90 34.64 1.4282 1.4285 1.4284
120 27.75 1.4259 1.4263 1.4261
150 16.87 1.4252 1.4247 1.4250
180 9.54 1.4229 1.4226 1.4228
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Tabla C.1. 5 Puntos experimentales orden de corrida 5

Tiempo Temperatura indice de refraccion (-) Promedio
(min) (°C) Registro 1 Registro 2
0 60 1.4292 1.4298 1.4295
30 53.75 1.4326 1.4312 1.4319
60 42.31 1.4277 1.4271 1.4274
90 36.88 1.4268 1.4265 1.4267
120 26.31 1.4244 1.4246 1.4245
150 19.44 1.4238 1.4235 1.4237
180 9.9 1.4236 1.423 1.4233

Tabla C.1. 6 Puntos experimentales orden de corrida 6

Tiempo Temperatura indice de refraccion (-) Promedio
(min) (°C) Registro 1 Registro 2
0 60 1.4294 1.4297 1.4296
30 51.16 1.4336 1.4332 1.4334
60 44.32 1.4307 1.4286 1.4297
90 34.44 1.4292 1.4291 1.4292
120 28.37 1.4279 1.4275 1.4277
150 16.87 1.4253 1.425 1.4252
180 10.01 1.4235 1.4229 1.4232
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Tabla C.1. 7 Puntos experimentales orden de corrida 7

Tiempo Temperatura indice de refraccion (-) Promedio
(min) (°C) Registro 1 Registro 2
0 60 1.4295 1.4293 1.4294
30 55.88 1.4336 1.4329 1.4333
60 40.19 1.4309 1.433 1.4320
90 33.7 1.4291 1.4293 1.4292
120 22.44 1.425 1.4248 1.4249
150 14.13 1.4238 1.4231 1.4235
180 9.44 1.4226 1.4228 1.4227

Tabla C.1. 8 Puntos experimentales orden de corrida 8

Tiempo Temperatura indice de refraccion (-) Promedio
(min) (°C) Registro 1 Registro 2
0 60 1.4295 1.4292 1.4294
30 56.86 1.4337 1.433 1.4334
60 40.25 1.4299 1.4291 1.4295
90 30.87 1.427 1.4267 1.4269
120 25.32 1.4251 1.4248 1.4250
150 15.12 1.4237 1.4239 1.4238
180 9.88 1.423 1.4233 1.4232
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Anexo C.2 Célculo de la DTC para las diferentes distribuciones en % numero, %

longitud, % area y % volumen

En este apartado se presentan en las Tablas C.2.1 — C.2.4 los valores experimentales

para las diferentes distribuciones del disefio experimental, dichos resultados son

generados por el mismo programa DTC.ipynb desarrollado en el software Julia 1.5.2.

Tabla C.2. 1 Distribuciones en % numero, % longitud, % area y % volumen, corrida 1y 5

Tiempo | D(1,0) | S(1,0) | D(2,1) | S(2,1) | D33,2) | S(3,2) | D(4,3) | S(4,3)
(min)
30 17.7874 | 25791 | 18.1614 | 2.7379 | 18.5741 | 2.8818 | 19.0213 | 3.0019
60 29.3466 | 13.4842 | 35.5423 | 19.7769 | 46.5468 | 24.2672 | 59.1985 | 22.9270
90 56.065 | 10.5798 | 58.0614 | 9.8827 | 59.7436 | 9.1595 | 61.1479 | 8.4476
120 49.3491 | 12.6702 | 52.6022 | 13.4822 | 56.0577 | 14.3796 | 59.7463 | 15.2078
150 56.2682 | 9.5734 | 57.8970 | 10.0581 | 59.6443 | 10.3765 | 61.4496 | 10.4903
180 64.5165 | 10.7725 | 66.3153 | 10.4847 | 67.9729 | 10.1370 | 69.4847 | 9.7566

Tabla C.2. 2 Distribuciones en % numero, % longitud, % area y % volumen, corrida 2y 7

Tiempo | D(1,0) | S(1,0) | D(2,1) | S(2,1) | D3B,2) | S(3,2) | D(4,3) | S(4,3)
(min)

30 20.5819 | 6.4546 | 18.8486 | 4.5707 | 19.3440 | 0.5199 | 20.4245 | 2.4512
60 30.2464 | 25.6595 | 37.3077 | 19.6666 | 48.0497 | 11.4697 | 59.4504 | 27.4422
90 56.5991 | 11.6306 | 59.1286 | 8.4781 | 60.2081 | 16.4138 | 61.4605 | 3.3838
120 49.3553 | 11.4185 | 53.1981 | 3.4446 | 57.0411 | 3.0069 | 60.9974 | 28.8638
150 57.3600 | 0.8388 | 59.0692 | 14.0966 | 60.7935 | 12.9532 | 62.2274 | 11.0376
180 65.3296 | 15.6449 | 66.9063 | 19.3348 | 68.3679 | 11.7362 | 70.8232 | 9.1015
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Tabla C.2. 3 Distribuciones en % numero, % longitud, % area y % volumen, corrida 3y 6

Tiempo | D(1,0) | S(1,0) | D(2,1) | S(2,1) | D33,2) | S(3,2) | D(4,3) | S(4,3)
(min)

30 19.6404 | 3.1009 | 19.0608 | 2.9264 | 19.6120 | 1.9071 | 19.9654 | 2.1941
60 29.9041 | 3.0741 | 36.4621 | 8.0666 | 46.9736 | 29.5098 | 59.3462 | 25.5876
90 57.1373 | 8.0265 | 58.3987 | 18.8404 | 60.0183 | 11.4096 | 62.4072 | 8.1305
120 50.8651 | 4.2861 | 53.8019 | 7.8902 | 56.4498 | 8.8194 | 60.6642 | 23.3263
150 56.5495 | 0.2875 | 59.2129 | 15.1345 | 60.9077 | 18.0767 | 62.2672 | 19.4099
180 65.6667 | 19.5166 | 67.6251 | 20.5823 | 68.2530 | 0.7350 | 69.6728 | 7.8567

Tabla C.2. 4 Distribuciones en % numero, % longitud, % area y % volumen, corrida 4y 8

Tiempo | D(1,0) | S(1,0) | D(2,1) | S(2,1) | D(3B,2) | S(3,2) | D(4,3) | S(4,3)
(min)

30 19.8752 | 2.8720 | 19.6033 | 3.4299 | 18.6383 | 2.7829 | 19.3132 | 3.9238
60 29.8727 | 15.1545 | 37.3359 | 34.7974 | 46.6180 | 44.8447 | 59.3088 | 34.0275
90 56.065 | 10.5798 | 58.0614 | 9.8827 | 59.7436 | 9.1595 | 61.1479 | 8.4476
120 | 49.4706 | 9.1356 | 53.5643 | 13.2890 | 57.0837 | 10.1585 | 60.4184 | 28.4096
150 57.2632 | 13.6091 | 59.1272 | 3.8897 | 59.8376 | 17.4782 | 63.2412 | 12.9620
180 64.6090 | 4.8695 | 68.1247 | 15.3576 | 68.0036 | 13.6233 | 69.8289 | 16.1663
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ANEXO D RESULTADOS DE LAS PRUEBAS HEDONICAS Y COLOR DEL
PRODUCTO FINAL

Anexo D.1 Boleta de evaluacién sensorial

A continuacion se presenta en la Figura D.1.1 el formato utilizado para utilizado para
realizar la evaluacion sensorial de los cuatro atributos (Sabor, apariencia, color y olor)

para el edulcorante. La prueba fue aplicada a un panel no entrenado.

BOLETA DE EVALUACION SENSORIAL. ESCALA HEDONICA ESTRUCTURADA

Instruccién: Pruebe por favor la muestra e indique su nivel de agrado en la escala que mejo

describe su reaccion para cada uno de los atributos.
Fecha: Edad:

Género: Hombre  Mujer

Puntaje Descripcién Sabor Apariencia | Color Olor

1 Incomible

Me disgusta muchisimo

Me disgusta mucho

Me disgusta moderadamente

Me disgusta poco

No me gusta ni me disgusta

Me gusta poco

Me gusta moderadamente

O 0 N o g b~ W DN

Me gusta mucho

10 Me gusta muchisimo

Comentarios:

Figura D.1. 1 Boleta de evaluacion sensorial
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