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RESUMEN

Extracto acuoso de café fue crioconcentrado utilizando la técnica de bloque total,
evaluando el efecto de las variables de temperatura de calentamiento (Tc=-10y -5 °C)
y tiempo de recocido (t= 0y 12 h) sobre la eficiencia de concentracién y la morfologia
de la estructura del hielo al aplicar ciclos de enfriamiento-calentamiento. Los
resultados muestran que los efectos del la variable t y t*Tc, presentan un efecto
significativo sobre la eficiencia de concentracién, por lo tanto al aumentar la
temperatura y los tiempos en los cuales es sometida la muestra al recocido, se podra
aumentar su concentracion, viéndose modificados los pardmetros morfométricos de
los cristales, los cuales presentan una relacién con la recuperacién de solutos en
crioconcentracion.

Palabras clave: Crioconcentracién, recocido, morfologia del cristal de hielo, café.
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ABSTRACT

Coffee extract was freeze-concentrated using the total block technique. In order to,
evaluate the effect of the heating variables (Tc= -10 y -5 °C); as well as the annealing
time (t= 0y 12 h), upon the concentration efficiency and the ice structure morphology,
once the samples were subjected to the different freezing and thawing cycle. The
results showed that t y t*Tc variables portrayed a high significance on the
concentration efficiency. Thus, increasing the time and temperature values of the
sample in the annealing state could possibly surge its concentration. Displayed by the
crystal morphometric parameters been affected. This correlates directly with the
solutes recovery under cryoconcentration.

Key Words: Cryoconcentration, annealing, ice crystal morphology, coffee.
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1 INTRODUCCION

Las preocupaciones sobre el impacto de los alimentos sobre la salud, asi como las
consecuencias sociales y medioambientales, han dado lugar a cambios importantes en
todas las etapas de la cadena alimentaria. Este fendmeno comprende tecnologias
complejas, vinculos sociales, econdmicos y ambientales que requieren enfoques
integrados de investigacién, de acuerdo a los cambios en la demanda de los
consumidores (Falguera, Aliguer, & Falguera, 2012). En la busqueda de nuevas
operaciones que permitan la transformacién de los alimentos, sin que sean afectadas
sus cualidades nutricionales y organolépticas, se han generado nuevas tecnologias de
procesamiento para transformar los alimentos, permitiendo generar un valor agregado
a los productos desarrollados.

El café es el commodity mas valioso de los productos agricolas tropicales. Se estima
que los ingresos de exportacion de los paises productores en el afio 2008/09 fueron
mas del doble de las cifras registradas durante los anos de crisis de 2000 a 2004
(International Coffee Council, 2010). Adicionalmente, el consumo mundial ha tenido
un fuerte crecimiento en los Ultimos afos y se calcula que fue alrededor de 142
millones de sacos en comparacién con 139,1 millones en 2011, esto representa un
aumento del 2,1% en el aifio 2012 (International Coffee Council, 2013).

El café colombiano es reconocido a nivel mundial como el café suave con mejor
calidad, en lo que aroma se refiere, siendo uno de los cinco primeros alimentos mas
producidos en el pais (FAO, 2010), lo que lo convierte en un producto de alta
importancia en el desarrollo econédmico del nacional.

La exportacién del café colombiano se ha concentrado en el producto inicial de la
cadena productiva, es decir, el café vede, el cual representa el 98,7% de las
exportaciones del pais (FAO, 2010). Aunque a nivel mundial haya bajado al sexto lugar
del escalaféon de paises exportadores de café (Dominguez, 2012), la generacién de
nuevas tecnologias como la crioconcentracion, abre grandes oportunidades para la
generacion de valor a la cadena productiva brindando nuevas oportunidades y
soluciones que permitan fortalecer el sector.

Una de las formas de agregacién de valor a la cadena productiva del café es la técnica
de obtencién para café soluble. Durante el proceso de obtencién se requiere que al
extracto se le retire el agua mediante procesos de concentracidén para posteriormente
ser secada y de esta manera obtener los sélidos solubles secos en forma de polvo o
granulados (Federacién Nacional de Cafeteros de Colombia, 2010).

La concentracidn convencionalmente es realizada por evaporacion con el objetivo de
reducir la cantidad de agua a eliminar en el secado y asi reducir el consumo de energia



en las siguientes operaciones (Jansen, 2001), esta etapa por lo general, implica el
calentamiento del producto y aunque, pueden ser alcanzados niveles altos de
concentraciéon, pueden perderse o alterarse algunos componentes que aportan a la
calidad organoléptica y funcional del alimento (Sanchez, Ruiz, Auleda, Hernandez, &
Raventds, 2009).

La crioconcentracion es una técnica alternativa de concentracion, la cual utiliza bajas
temperaturas para lograr la separacion de agua en forma de cristales de hielo,
produciendo una fraccidon concentrada de alta calidad (Raventds, Hernandez, Auleda,
& lbarz, 2006). Por esta razdn, la crioconcentracién ha sido reconocida como una
tecnologia prometedora de concentracidon ya que permite la separacion del agua sin
afectar la calidad de los concentrados, con un consumo bajo de energia (334 KJ/Kg)
debido a que el calor latente de solidificacidon del agua es inferior al de evaporacién
(Nakagawa, Maebashi, & Maeda, 2010). La crioconcentracion se puede adecuar
particularmente para alimentos sensibles al calor que contengan compuestos volatiles
asociados con el aroma, como en el caso del café, dado que el agua es retirada de la
solucion a bajas temperaturas, las pérdidas por evaporacién del aroma pueden
evitarse completamente, adicionalmente se disminuyen las reacciones quimicas de
degradacion del producto (Thijssen H.A.C., Van Der Malen, 1981).

Se han desarrollado tres técnicas principales para crioconcentrar liquidos:
crioconcentracion en Suspensidn, crioconcentracion en Pelicula (Sdnchez et al., 2009) y
crioconcentracion en Bloque (Aider & de Halleux, 2009). La Unica técnica aplicada
industrialmente, es la crioconcentracién por suspension (GEA Messo PT, 2011), la que
tiene como principal desventaja la elevada inversién inicial necesaria en equipos, por
lo que se estan desarrollando técnicas de crioconcentracidon como la pelicula y el
bloque, para las que se requiere un solo equipo.

La crioconcentracion en bloque ha sido reportada como una tecnologia prometedoray
eficaz de concentracién, para producir alimentos liquidos concentrados con altas
propiedades organolépticas y valores nutritivos debido a que emplea un fluido
estatico. Adicionalmente, la simplicidad de los equipos requeridos en esta técnica,
pueden llegar a mejorar el costo de la crioconcentracién; aunque presenta eficiencias
de concentracién bajas debido al oclusién o atrapamiento de solutos en la fase sélida
formada (Aider & de Halleux, 2009).

Las investigaciones en crioconcentracién en bloque han centrado sus estudios en
determinar el efecto de varias variables operativas como las temperaturas de
congelacion y descongelacién (Moreno, Robles, Sarmiento, Ruiz, & Pardo, 2013;
Nakagawa, Nagahama, Maebashi, & Maeda, 2010), la velocidad de crecimiento del
frente de congelacién (Okawa, Ito, & Saito, 2009) y las concentracion inicial, sobre la
eficiencia de la concentracion (Moreno, Raventds, Hernandez, & Ruiz, 2014),



encontrando que en particular la concentracién inicial de la solucién tiene un efecto
significativo sobre el nivel de concentracion final alcanzado. Con el fin de mejorar la
eficiencia de concentracion, recientemente, se han publicado investigaciones en las
que se utilizan otras tecnologias, como la aplicaciéon de vacio (G. Petzold, Niranjan, &
Aguilera, 2013), microondas, microondas en combinaciéon con vacio (Moreno et al.,
2013) y centrifugacion (G. Petzold & Aguilera, 2013), si bien estas tecnologias han
permitido mejorar el nivel de concentracidon alcanzado en crioconcentraciéon en
bloque, estos autores coinciden en proponer que la estructura o morfologia del hielo
es una de las causales de la pérdida en recuperacion de solutos.

En estudios sobre congelacién de soluciones acuosas, se ha reportado que el tamafio y
la morfologia de los cristales es un factor que influye en la oclusién del hielo formado
en la congelacién (H.D Goff, Verespej, & Jermann, 2003; Pardo, Suess, & Niranjan,
2002), lo que puede impactar en la eficiencia del proceso de crioconcentracion.
Algunos estudios evidencian que la aplicacion de ciclos de enfriamiento y
calentamiento, en adicidén a tiempos de mantenimiento a una temperatura, lo que se
denomina recocido, puede tener efecto en la recuperacién de los solutos (Nakagawa,
Maebashi, & Maeda, 2009) y posiblemente en el tamafo y la morfologia de los
cristales. Por esta razon se propone estudiar el efecto de los ciclos de enfriamiento y
calentamiento sobre la eficiencia de recuperacion de solutos en crioconcentracion en
bloque de soluciones de café, al igual que analizar la microestructura formada durante
estos procesos, ya que estos podrian mejorar la eficiencia de separacién de la solucién
al ser concentrada (Li & Sun, 2002).

Teniendo en cuenta que la crioconcentracidén en bloque presenta grandes ventajas con
respecto a la reduccién de costos de procesamiento como una etapa previa para el
secado por liofilizacién, la realizacion del presente proyecto proporcionara una
herramienta para la profundizacién en el conocimiento de esta técnica como una
nueva tecnologia para el procesamiento de alimentos, permitiendo el fortalecimiento
del sector cafetero nacional.



2 MARCO TEORICO
2.1 CRIOCONCENTRACION

La crioconcentracién es una operacién unitaria de separacion para concentrar liquidos
por medio de la congelacién y la posterior separacion de una fracciéon de agua
congelada lo mas pura posible. El proceso implica la reduccién controlada de la
temperatura de la solucién de interés, por debajo de su punto de congelacidn, esto
con el fin de evitar alcanzar la temperatura eutéctica en la que todos los componentes
del producto se solidificarian a la vez (Raventods et al., 2006).

Entre los métodos existentes para concentrar alimentos liquidos, la crioconcentracién,
es la técnica que presenta las mayores ventajas para la obtencién de productos de alta
calidad sin pérdida apreciable en su sabor, aroma, color o valor nutritivo (Otero, Sanz,
Guignon, & Sanz, 2012).

Durante la crioconcentracion pueden suceder varias etapas para la formacion de los
cristales de hielo, estas son el subenfriamiento inicial, la nucleacidn, el crecimiento del
cristal y la maduracién, este proceso de formacion del cristal se conoce como
cristalizacién (Orrego Alzate, 2008); dependiendo de la forma en que suceden estas
etapas, pueden producirse diferentes estructuras en el cristal de hielo formado, lo que
puede impactar en la eficiencia lograda en la concentracién de la solucién.

A continuacién se explican cada una de estas etapas de la formacién del hielo y la
estructura del hielo formado.

2.2 CRISTALIZACION

2.2.1 EQUILIBRIO TERMODINAMICO SOLIDO-LIQUIDO DE SOLUCIONES ACUOSAS
ALIMENTARIAS

Desde el punto de vista termodinamico, la congelacién es una transicion de fase de
primer orden donde se presenta y la cristalizacion de la solucién (Navarrete, Grau,
Boix, & Maupoey, 1998).

En la Figura 1, se muestra un diagrama de equilibrio de fases sélido-liquido tipico de
una solucién acuosa. En la figura se observan la curva de congelacion (AEC) y la curva
de solubilidad (EC), adicionalmente se muestran en relacién de la curva de transicidon
vitrea (BDF) cual describe una transicién de segundo orden. El punto eutéctico E es
donde el hielo y el soluto cristalizan simultdneamente (maxima condicion de
concentracion) a la temperatura final de la curva de congelacién o temperatura
eutéctica (T.) del sistema. El punto D es inferior a la punto eutéctico E y esta definido
por la temperatura de transicidn vitrea (Tg). El contenido de agua en D es agua no
congelable (Rahman, 2006).



La cristalizaciéon del soluto debajo de T, esta muy limitada pues en la fase concentrada
no congelada (FCNC) la cristalizacion se ve obstaculizada por un incremento
exponencial de la viscosidad. Al continuar el enfriamiento la FCNC sufre un proceso de
transicion entre un estado liquido viscoso y un estado vitreo (Orrego Alzate, 2008).
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Figura 1. Diagrama de fases Sdlido-Liquido incluyendo la transicion vitrea, Adaptado de (Orrego
Alzate, 2008).

La curva que describe la temperatura transicion vitrea desciende desde T, del material
amorfo puro hasta un valor tedrico Tg, del agua pura (-135°C). El punto D fija el estado
fisico del soluto no cristalizable. T es la maxima temperatura de transicion vitrea (TV)
y se ubica en la prolongacién de la curva de equilibrio de congelacién y la linea de TV
(Orrego Alzate, 2008).

Las fases formadas (liquida y sodlida) durante la congelacidn aunque tienden al
equilibrio, cuando la solucién es congelada rapidamente estan alejadas de él, esto se
debe en alguna medida por los fendmenos de transferencia de calor y masa que
suceden durante el proceso de formacién de los cristales (Roos, 1995b). A
continuacion seran descritos los procesos que suceden para la formacién de la fase
sélida durante la cristalizacion.

2.2.2 ETAPAS PARA LA FORMACION DE CRISTALES A PARTIR DE UNA SOLUCION
ACUOSA ALIMENTARIA

La cristalizacién es a menudo un proceso de tres etapas que incluye la nucleacién
(formacion de una estructura cristalina mindscula estable), el crecimiento o
propagacion del cristal hasta alcanzar un equilibrio y la maduracién o reorganizacion
de la estructura cristalina (Roos, 1995a).

Durante el proceso de cristalizacion (Figura 2) se presenta la disminucion de la
temperatura hasta el subenfriamiento, por debajo del punto de fusidn, una vez que la



masa critica de los nucleos es alcanzada, el sistema nuclea (B) liberando su calor
latente mas rapido que el calor que esta siendo retirado del sistema (Akyurt, Zaki, &
Habeebullah, 2002); seguida por una congelacién de la masa total (C y D), que
representa el tiempo o la duracién de congelacién; finalmente, la solucion se congela
totalmente llegando a la temperatura del medio refrigerante (Kiani & Sun, 2011). Estos
procesos son acompafiados por una reduccion en el contenido calérico del material,
disminuyendo las velocidades de las reacciones (Guillermo Petzold & Aguilera, 2009).

Durante la etapa de congelacidn, la FCNC es crioconcentrada. Por tanto, la velocidad
de enfriamiento determinara el nimero de nucleos formados y el tamafo del cristal de
hielo; siendo el enfriamiento lento el generador de una formacién de cristales menores
y mas grandes. Después que la cristalizacidon se completa, la temperatura desciende
liberandose la energia como calor sensible (D a E), donde la fraccién no congelada
cristaliza (punto eutéctico) o se convierte en una matriz mdaximamente
crioconcentrada (Singh, Kolhe, Wang, & Nema, 2009).
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Figura 2. Representacion del proceso de congelacion, mostrando las diferentes etapas y naturaleza del
material congelado. Adaptado de (Singh et al., 2009).

En la cristalizacién pueden existir varias formas cristalinas que dependen de la
temperatura y la presion (Figura 3). Los procesos de crioconcentracion se realizan a
presidn atmosférica, por tanto la congelacién del agua formara cristales de hielo con
una estructura hexagonal (Orrego Alzate, 2008).
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Figura 3. Diagrama de fases del agua en estado sélido. Adaptado de (Sanz & Otero, 2005).

Durante la crioconcentracién, el grado de subenfriamiento, la nucleacién y la velocidad
con la crecen los cristales, determinan la concentracién final de la solucidon obtenida,
debido a que la morfologia de hielo resultante afecta la eficiencia de la etapa de
separacion entre el hielo y la fraccion concentrada, ya que la formacién de grandes
cristales de hielo de tamafio uniforme genera menores pérdidas durante la
concentracion de la solucién (Orrego Alzate, 2008; Guillermo Petzold & Aguilera,
2009).

En los siguientes numerales se presenta la descripcidon de las etapas que suceden
durante la cristalizacion del hielo.

2.3 ETAPAS DE CRISTALIZACION DEL HIELO
2.3.1 NUCLEACION

La nucleacién es probablemente el paso mas importante para controlar la distribuciéon
del tamafio de cristal durante la cristalizacién. La velocidad de congelacidon es
generalmente el parametro que se utiliza para controlar el tamafio y la distribucion de
los cristales de hielo en el sistema (Guillermo Petzold & Aguilera, 2009).

La nucleacion consiste en la generacion de pequeias particulas estables capaces de
crecer espontaneamente, para que esto suceda se requiere que las particulas alcancen
un tamafio minimo definido mediante un radio critico (Mullin, 2001b).

La nucleacion puede ocurrir de diversas formas. Como se observa en la Figura 4,
existen dos tipos de nucleacién: Primaria y Secundaria:
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Figura 4. Tipos de nucleacion y su clasificacion. Adaptado de (Mullin, 2001b).

La nucleacidon primaria puede producirse de manera homogénea o heterogénea. La
nucleacion primaria homogénea se presenta generalmente en soluciones puras o libres
de impurezas, a través de un proceso por el cual las moléculas de agua se ordenan de
forma espontdnea sin la intervencion de la interface sélido-liquido; mientras que la
nucleacion primaria heterogénea implica la presencia de impurezas que pueden actuar
como los sitios de nucleacidén aglomerando a su alrededor las particulas de agua (Roos,
1995a).

La nucleacién secundaria ocurre en la presencia de cristales existentes en la solucién.
Estos nuevos nucleos pueden formarse por varios mecanismos, entre los que se
encuentra la fragmentacién de los cristales de siembra o por el choque de los cristales
es entre si y con las superficies de los recipientes donde estdn contenidos (Mullin,
2001b).

La nucleacién heterogénea es mds probable que ocurra en los alimentos debido a la
presencia de impurezas (Roos, 1995a).

2.3.2 CRECIMIENTO

La etapa de nucleacién en la cristalizacion es seguida por el crecimiento de cristales.
Las principales teorias utilizadas para explicar este fendmeno de crecimiento de
cristales incluyen superficie de energia, la capa de adsorcién y las teorias reaccién-
difusién (Mullin, 2001a). Estas teorias describen principalmente la deposicion de un
soluto a partir de una solucién. Para estos fendmenos de cristalizacién la principal
fuerza impulsora es la reduccion de la temperatura, aunque el gradiente de
concentracion en la fase liquida también influye en la velocidad de formacion del
cristal, por tanto, el principal factor de control es la tasa de transferencia de calor
desde el cristal a la mayor parte del liquido (Kiani & Sun, 2011).

El crecimiento de cristales requiere que las moléculas sean capaces de difundirse a la
superficie de los nucleos de crecimiento. La velocidad del proceso es muy sensible a la
medida de sobresaturacion o subenfriamiento, la temperatura y la presencia de
impurezas (Roos, 1995a). El crecimiento es controlado por la tasa de calor latente que



se libera durante el cambio de fase y por la velocidad de transferencia de masa
(difusion de las moléculas de agua de la solucidn al cristal y la cantidad de solutos que
se encuentran fuera de la superficie de cristal en crecimiento) (Guillermo Petzold &
Aguilera, 2009). Mientras que la cantidad de cristales de hielo aumenta y la
temperatura disminuye, la concentracion del soluto de la FCNC aumenta llegando a
cierta concentracion maxima de solutos en la que la cristalizacidn se detiene y la matriz
no congelada vitrifica (Orrego Alzate, 2008).

2.3.3 RECRISTALIZACION O MADURACION

La recristalizacién se puede definir como cualquier cambio en el numero, el tamaiio, la
forma la orientacidn o la perfeccidn de cristales después de finalizada la solidificacion
inicial (Orrego Alzate, 2008). La recristalizacion es el proceso en el cual, con el paso del
tiempo, el promedio del tamafio de los cristales de hielo aumenta y su nimero
disminuye por efecto de la redistribucion del agua desde los pequefios cristales de
hielo hacia los grandes (Guillermo Petzold & Aguilera, 2009).

Si la temperatura de congelamiento se incrementa durante un tiempo, algunos de los
cristales de hielo, particularmente los mas pequefios se funden, aumentando la
cantidad de agua congelable. Por tanto, al disminuir la temperatura de congelamiento,
la nucleacidon de los cristales no se llevara a cabo y el agua libre se congelara en la
superficie de los cristales mas grandes, obteniendo como resultado la disminucién del
numero de cristales y el aumento en su tamafio (Roos, 1995b).

El tamafio, la morfologia y la ubicacién de los cristales de hielo, la tasa de congelaciény
por lo tanto la eficiencia de congelacién, determinan las caracteristicas finales de los
cristales de hielo obtenidos en el tiempo de congelacion (Li & Sun, 2002).

2.4 RESTRUCTURACION DEL CRISTAL MEDIANTE EL RECOCIDO: “ANNEALING”

El recocido o annealing es el proceso de mantener (o exponer) un cristal en una
solucién, a una temperatura por debajo del punto de fusién durante un periodo de
tiempo (Kubota, 2011). Este tratamiento es realizado después de la etapa de
congelacion, calentando la muestra por encima de la temperatura de transicion vitrea
y manteniéndola a una temperatura durante un tiempo determinado, esto le confiere
a la muestra una cierta homogeneizacion de los cristales de hielo, permitiendo la
reorganizacion de la estructura cristalina formada inicialmente en el sistema (Hottot,
Vessot, & Andrieu, 2007).

En algunos estudios se puede evidenciar que por medio de tratamientos térmicos en
los que se incluye los ciclos de calentamiento y enfriamiento, al igual que el
sostenimiento de la muestra a una temperatura durante un tiempo especifico
(annealing), puede cambiar la morfologia de la matriz sélida y puede tener efectos



sobre las oclusiones de soluto que se presentan en los cristales de hielo (H.D Goff et
al., 2003; Nakagawa et al., 2009). Utilizar este tipo de mecanismos en la
crioconcentracién podria ser de interés, ya que podrian cambiarse las estructuras de la
matriz sélida formada, permitiendo una mejor recuperacién del soluto ocluido en el
hielo.

A continuacidn se presentardn las diferentes técnicas de crioconcentracion.

2.5 TECNICAS DE CRIOCONCENTRACION

Se han desarrollado tres metodologias o técnicas principales para crioconcentrar
liquidos: Crioconcentracion en Suspensién, Crioconcentracion en Pelicula (Sdnchez et
al., 2009) y Crioconcentracion en Bloque (Aider & de Halleux, 2009).

2.5.1 CRIOCONCENTRACION POR SUSPENSION

La crioconcentracion por el método de suspensién consta de una fase inicial de
formaciéon del hielo (nucleacidn), seguido por una segunda fase que implica el
crecimiento de los nucleos de hielo en la solucién (Sanchez et al., 2009), lo que implica
una cristalizacién parcial del agua y la posterior separacién de los cristales de la
concentracion (Thijssen H.A.C., Van Der Malen, 1981). Donde el tipico sistema de
crioconcentracion estara compuesto de un nucleador de hielo o intercambiador de
paredes raspadas, un recristalizador y un separador de cristales de hielo (Sdnchez et
al., 2009). Actualmente, esta es la Unica técnica comercial, debido al gran nimero de
equipos que tiene, es una técnica costosa, por lo que se estan desarrollando técnicas
como la crioconcentracién en pelicula y en bloque.

2.5.2 CRIOCONCENTRACION POR PELICULA

La crioconcentracion en pelicula, a diferencia del método de suspensidn, consiste en la
formacién de un cristal Unico de hielo, el cual se forma capa por capa en la superficie
de intercambio de calor (en lugar de muchos cristales de hielo como en la
crioconcentracién por suspension), de modo que la separacién entre el cristal de hielo
y la solucion madre sea mas facil y se realice en el mismo equipo(Raventds et al.,
2006).

La direccién del crecimiento del cristal tiende a ser paralela a la direccion de la
transferencia de calor. La ventaja de esta técnica es que posibilita que el hielo
permanezca unido a la superficie de intercambio de calor, mientras la solucién fluye, lo
gue simplificando la etapa de separacion de las fases (Ratkje & Flesland, 1995).

Se han estudiado dos técnicas para la crioconcentraciéon por pelicula:
Crioconcentracion en Placas y Crioconcentracion Progresiva. La diferencia entre estas
dos técnicas radica en los equipos que se utilizan para la formacion de las capas de
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hielo. La progresiva implica la cristalizacion en la parte inferior o lateral del recipiente o
tuberia, mientras que en la de placas la cristalizacion ocurre en unos placas (Sdnchez et
al., 2009).

2.5.3 CRIOCONCENTRACION POR BLOQUE

En la crioconcentracién en bloque la soluciéon liquida se congela completamente y la
temperatura del centro del producto se encuentra por debajo del punto de
congelacion. Posteriormente el bloque, es descongelado y la fraccidon concentrada se
separa de la fraccion de hielo por gravedad, la cual puede ser asistida por otras
técnicas para mejorar su eficiencia (Aider & de Halleux, 2009). La crioconcentracién en
bloque ha sido reportada como una tecnologia prometedora y eficaz de concentracion,
para producir alimentos liquidos concentrados con altas propiedades organolépticas y
valores nutritivos. Una de las principales ventajas de esta técnica es la ausencia de
partes moéviles, como agitadores o bombas, lo que hace que sea una tecnologia
promisoria en lo que a costos se refiere.

Uno de los principales retos a resolver en esta técnica es la baja eficiencia en
recuperacién de solutos que puede presentar por diversos fendmenos, como se ha
expuesto anteriormente, uno de ellos por la morfologia del hielo.

En el siguiente paragrafo se introducird la técnica de analisis de imagenes, la que
puede ser importante para caracterizar la morfologia de la fase sélida o los cristales de
hielo formados durante la crioconcentracidn.

2.6 ANALISIS DE IMAGENES

El analisis y el procesamiento de imdagenes es una herramienta que permite
caracterizar cuantitativamente las micrografias obtenidas por diferentes microscopias
o elementos la microestructura de los alimentos; este hecho es importante puesto que
la estructura del alimento se relaciona con la nutricion, la estabilidad quimica y
microbioldgica, la textura y propiedades fisicas, propiedades de transporte y la
ingenieria del producto (Aguilera, 2005).

El analisis de imagenes requiere la captura de una imagen, por medio de microscopios
y otros instrumentos disminuyendo o aumentando la escala o resolucidn, para estudiar
su microestructura (Quevedo, Carlos, Aguilera, & Cadoche, 2002). Las imagenes se
convierten en una serie de matrices con la ayuda de programas informaticos, que
determinan los pardmetros geométricos que permiten que las matrices obtenidas
puedan ser contrastadas, oscurecidas, aclaradas, etc. (Campos-Mendiola et al., 2007).

La técnica de andlisis de imagenes consiste en cinco etapas: “Adquisicién de la imagen,
la cual se obtiene por medio de camaras digitales o microscopios, 2'Pre—procesamiento
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de la imagen, el cual tiene el objetivo de mejorar la informacién de la imagen obtenida,
*Segmentacion, la cual divide o categoriza la imagen en objetos o partes para poder
extraer la informacion de interés, “Extraccion de caracteristicas, este hace referencia a
la extraccion de las caracteristicas morfométricas o estructurales de los objetos en las
imagenes como lo son el tamafio, forma, color y textura, y >Clasificacion, que utiliza la
informacién obtenida para poder realizar la clasificacién de los objetos de interés
identificados en las imagenes (Pedreschi, Mery, & Marique, 2008).

En las aplicaciones en la ingenieria de los alimentos, alguna o todas de estas etapas
han sido usadas para la extraccion de informacién de las imagenes adquiridas con
diferentes sistemas de captura. La informacidn extraida es usada para trasladar la
complejidad de los sistemas bioldgicos y alimenticios en datos numéricos, para
después ser analizados para mejorar el entendimiento de las relaciones estructura-
funcion de éstos materiales (Perea-Flores, 2011).
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3 ESTADO DEL ARTE

El estado del arte estara centrado en la descripcion de las investigaciones realizadas en
las técnicas de crioconcentracién y en los principios del recocido o annealing, los
cuales son utilizados para formular la pregunta de investigacién.

3.1 CRIOCONCENTRACION

Los usos de la crioconcentracidon dependen del objetivo de procesamiento, el cual varia
ampliamente dependiendo de las aplicaciones especificas. Estos van desde el logro de
concentrados de alta calidad (alimentos liquidos) a la creacién de sustancias ultra-
puras (industria quimica). La crioconcentracién permite obtener productos de primera
calidad, preservando las propiedades del producto, aumentando su estabilidad,
ademdas de mejorar y reducir los costos de procesamiento de algunas técnicas
industriales como la Liofilizacidn y el Spray Drying (GEA Messo PT, 2011).

Adicionalmente, se han desarrollado aplicaciones de crioconcentracién para la
purificacion de residuos industriales que contienen compuestos téxicos o metales
pesados, los cuales son dificiles de tratar mediante tratamientos bioldgicos (Wakisaka,
Shirai, & Sakashita, 2001) como los contaminantes organicos de las plantas de celulosa
y los efluentes en la refineria petrolera (Gao, Habib, & Smith, 2009).
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Figura 5. Numero de publicaciones por afio para las técnicas en crioconcentracién.

Como se muestra en la Figura 5, desde que surgié esta técnica en los anos setentas, las
investigaciones realizadas has sido incrementales durante el tiempo. Inicialmente, se
puede evidenciar que en sus inicios con la crioconcentracion en suspensién, los
estudios estaban centrados en el mejoramiento de las caracteristicas organolépticas, el
mejoramiento en la eficiencia y la disminucion de costos del procesamiento. En esta
busqueda surgen dos nuevas técnicas, crioconcentracion por pelicula y en bloque, las
cuales actualmente son el centro de las investigaciones viéndose disminuida las
investigaciones realizadas en la crioconcentracion por suspension.

13



La uUnica técnica aplicada industrialmente, es la crioconcentracién por suspension, la
cual ha sido aplicada a extensos productos alimentarios para reducir volumen vy
economizar el embalaje, almacenamiento y transporte, manteniendo la calidad del
producto original; y a productos nutracéuticos para el tratamiento de sustancia
sensibles al calor permitiendo concentrar los componentes valiosos a partir de su
fuente natural (GEA Messo PT, 2011).

3.2 TECNICAS DE CRICOCONCENTRACION
3.2.1 CRIOCONCENTRACION POR SUSPENSION

A nivel industrial esta técnica fue desarrollada por Grenco N.V. (GEA) subsidiaria de
Niro Inc. para jugos y extractos liquidos. Consta bdsicamente de tres etapas:
cristalizacién en un intercambiador de calor de superficie raspada, maduraciéon o
crecimiento de los cristales de hielo formados en un recristalizador y la separacion de
los mismos en una columna de lavado (Roodenrijs, 1987). Los mayores costes del
proceso tienen lugar en el intercambiador de calor de superficie raspada, debido a su
complejidad, inversion inicial y alto consumo energético (tanto por la necesidad de
rotacion de las cuchillas, del agitador en el cristalizador y del sistema de raspado en el
intercambiador de superficies raspadas, como por la baja temperatura a la que ha de
mantenerse todos los equipos) (Sanz Martinez, Guignon, & Otero Garcia, 2011).

Las investigaciones en crioconcentracion por suspension han sido centradas en dos
problematicas: el control de la nucleacién y el crecimiento de los cristales para obtener
cristales de hielo mas grandes y de tamafio uniforme, para separar los cristales de
hielo selectivamente a partir de la porcidn concentrada (Sadnchez et al., 2009).

Las investigaciones de esta técnica comenzaron a principios de los anos 70 con Huige y
Thijssen (1972-1976), enfocadas al estudio y modelacién del comportamiento de la
nucleacidn de los cristales de hielo, etapa inicial de la crioconcentracion. En los afios 80
Braddock y Marcy (1985, 1987), determinaron los efectos de variables de
procesamiento en la calidad de jugos de fruta. En los afios 90, Schwartzberg (1990),
Hartel y Espinel (1993), Kobayashi y Shirai (1996) orientaron sus estudios a mejorar la
eficiencia y pureza de la formacidn de cristales de hielo en el proceso. A partir del 2000
investigaciones como las de Qin et al. (2006), Habib y Farid (2006-2008) y Otero et al.
(2012) se enfocaron principalmente en encontrar nuevas técnicas para aumentar la
viabilidad técnica de la crioconcentracién por suspension, debido a los inconvenientes,
en cuanto a costo, que se presentan en el intercambiador de calor de superficie
raspada.

Actualmente el proceso de crioconcentracion por suspensién consta de una seccion de
cristalizacién, en donde parte del agua se convierte en cristales de hielo sdlidos,
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usando un sistema de refrigeracién. Posteriormente, los cristales de hielo son
separados con filtros, centrifugas o utilizando columnas de lavado (tecnologia GEA Niro
PT). Esta tecnologia patentada es un proceso continuo operado en batch, el cual
permite lograr un perfil de aroma superior, reduciendo los tiempos de operacion de
extraccion (GEA Niro, n.d., 2008).

3.2.2 CRIOCONCENTRACION POR PELICULA
3.2.2.1 PLACAS

La crioconcentracion por placas consiste en la circulacion continua de la solucién sobre
la superficie exterior de las placas a través de la cual se hace circular el refrigerante. La
capa de hielo formada sobre la placa permite que la solucién concentrada se pueda
recolectar por gravedad. En comparacion con los métodos convencionales, esta
técnica es simple y econdmica ya que no requiere equipos adicionales para su
procesamiento (columnas de lavado, centrifugas o prensas). El principal inconveniente
gue se presenta es alcanzar la eficiencia aceptable de concentracidn la cual depende
del grado de concentracién y pureza del hielo que se quiera obtener (Raventés et al.,
2006).

Las investigaciones para esta técnica se han desarrollado principalmente a nivel de
laboratorio o planta piloto aplicandolas para tratamiento de aguas residuales,
soluciones de azucares, leche y jugos (Sanchez et al., 2009). Mas recientemente en
mostos de uva, residuos de produccion de tofu, entre otros (Auleda, Raventés,
Sanchez, & Hernandez, 2011; Belén et al., 2013; Belén, Sanchez, Hernandez, Auleda, &
Raventds, 2012; Sanchez, Hernandez, Auleda, & Raventds, 2011).

A nivel de laboratorio Hartel (1993 y 1999), Flesland (1995), Chen (1998-1999),
enfocaron sus estudios en la explicacién fenomenoldgica del sistema, observando la
tasa de crecimiento del hielo, la concentracién de la solucién y el grado de oclusién de
soluto en la pelicula de hielo.

A nivel de planta piloto Raventds (2006), Hernandez (2009), Sanchez et al. (2011) y
Belén et al. (2012-2013) estudiaron el proceso de concentracién de soluciones acuosas
de azucares (glucosa, fructosa y sacarosa) y jugos de pera y manzana en un
crioconcentrador de placas mdltiples; logrando en un tiempo corto una mayor
concentracion en la solucién de sacarosa, ademds de encontrar los mejores resultados,
en términos de pureza de hielo, en concentraciones iniciales bajas. Adicionalmente, se
estd estudiando la desalinizacién de varios tipos de fluidos, incluyendo soluciones de
cloruro de sodio, agua de mar del Golfo de Arabia y salmueras de ésmosis inversa
(Williams, Ahmad, & Connolly, 2013).
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3.2.2.2 PROGRESIVA

La crioconcentracion progresiva consiste en la cristalizacidon unidireccional del agua
presente en la solucidn, al igual que en la crioconcentracién por placas, crece un Unico
cristal de hielo adherido a las paredes de la superficie de intercambio de calor, la
solucion se va concentrando a medida que es circulada por el equipo. La solucién se
concentra debido a la exclusion de las moléculas de soluto desde el frente de
congelacion. Debido a la formacién de un Unico cristal de hielo, se facilita la separaciéon
de los cristales de hielo de la solucidn concentrada (Gao & Shao, 2009; Liu, Miyawaki,
& Nakamura, 1997).

Esta técnica se ha aplicado principalmente a la purificacion de materiales organicos.
Histéricamente, la crioconcentracién progresiva fue propuesta como una técnica de
concentraciéon en pequefa escala para propdsitos analiticos aplicable tanto para
soluciones acuosas como orgdanicas (Chabarov & Aider, 2013; Miyawaki, Liu, Shirai,
Sakashita, & Kagitani, 2005; Munson-McGee, 2014).

Han sido desarrolladas dos métodos dentro de crioconcentracién progresiva, los cuales
son desarrollados en equipos Verticales o Tubulares.

La crioconcentracion vertical progresiva consta de un recipiente cilindrico, un bafio de
enfriamiento, un sistema para la inmersion del recipiente en el bafio, un agitador y un
recubrimiento térmico para controlar el nivel y el crecimiento del hielo formado. El
coeficiente de distribucidn de soluto entre la formacién del hielo y la fase liquida es el
mas importante, ya que depende de la velocidad de avance del frente del hielo y la
transferencia de masa de la interface en la agitacién (Liu et al., 1997). Este método ha
sido aplicado para soluciones acuosas de glucosa y sacarosa, zumo de tomate y pulpa
de frambuesa (Liu et al., 1997; Miyawaki, Kato, & Watabe, 2012). Mas recientemente
para la desalinizacion del agua y concentracién de vitaminas (Fujioka, Wang, Dodbiba,
& Fujita, 2013; Iritani, Katagiri, Okada, Cao, & Kawasaki, 2013).

En la crioconcentracién progresiva tubular, los cristales de hielo crecen en la superficie
interna de un tubo enfriado por un refrigerante. El sistema comprende dos tubos
conectados, donde la solucién circula dentro del tubo mientras que el refrigerante
circula fuera, generdndose la fase sélida en las paredes internas de los tubos y la
solucion concentrada fluye a través del anillo que aun no ha congelado (Miyawaki et
al., 2005). Se ha estudiado que un sistema de hielo tubular con un area de gran
superficie de refrigeracion es un método eficaz para la concentracién de jugo de
tomate y soluciones de sacarosa, aumentando el rendimiento y la productividad
(Miyawaki et al., 2012).
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3.2.3 CRIOCONCENTRACION POR BLOQUE

Como se puede evidenciar en la Figura 5, a partir del 2007 las investigaciones sobre la
crioconcentracién en bloque incrementaron, debido a las grandes ventajas operativas
que ofrece esta técnica, reportdndose 16 publicaciones (Ver Tabla 1). Las
investigaciones de técnica han sido aplicadas a: Suero lacteo (Aider, de Halleux, &
Akbache, 2007; Aider, de Halleux, & Melnikova, 2008, 2009, 2007), Miel de Maple
(Aider & de Halleux, 2008a), jugo de frutas (Aider & de Halleux, 2008b; Burdo,
Kovalenko, & Kharenko, 2008; Nakagawa, Nagahama, et al., 2010), tratamiento de
aguas residuales (Gao et al., 2009), desalinizacién de agua (Okawa et al., 2009),
soluciones de colorantes (Nakagawa et al., 2009; Nakagawa, Maebashi, et al., 2010),
leche (Aider & Ounis, 2012), soluciones de sacarosa (G. Petzold & Aguilera, 2013; G.

Petzold et al., 2013) y café (Moreno et al., 2014, 2013).

Estas investigaciones estdn enfocadas principalmente a los estudios de las variables
operativas como la temperatura de congelacién y descongelacién, la velocidad de
congelacion, las concentraciones obtenidas y tipos de soluciones ademads de la
combinacién con otros equipos para aumentar la eficiencia del proceso.

Tabla 1. Investigaciones en Crioconcentracion por bloque

Matriz Referencias Descripcidn Resultados
Obtuvieron una fraccidn
(Aider, de . concentrada significativa y
Evaluaron el impacto de la o,
Halleux, & . ., la distribucion de los
crioconcentracion en la
Akbache, .., . componentes en las
composicion, analizando la .
L 2007) ., . fracciones
Suero lacteo . fraccion de hielo y Ia
(Aider, de ., . Observaron que la
concentracidon obtenida en .
Halleux, & ) eficiencia del proceso
. los volimenes recuperados | . .
Melnikova, e disminuye al aumentar los
2007) ’ niveles de
crioconcentracion.
Desarrollaron una técnica
efectiva y eficiente para la
Estudiaron el efecto y la | concentracion del soluto.
(Aider et al eficiencia de las etapas de | Se identificé que el nimero
Suero lacteo 2008) "’ | crioconcentracion por | de etapas de
gravedad vy asistida por | crioconcentracidn
microondas. afectaban la eficiencia y
productividad de la
operacion.
Evaluaron el impacto en las
condiciones de | Encontraron una nueva vy
, (Aider et al., | procesamiento, efectiva aplicacién para
Suero lacteo o .
2009) optimizando el sistema de | recuperar y generar valor
crioconcentracion al | agregado en la industria.
minimizar la cantidad de
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solidos retenidos en la
fraccidn de hielo.

Se evaluaron las
propiedades emulsionantes
y espumantes en funcién de
las etapas de
crioconcentracion.

Las temperaturas y el modo
de  descongelacion no

presentan un efecto
(Aider & de | Estudiaron la eficiencia de | significativo sobre la
Miel de maple Halleux, recuperacion por gravedad | recuperacién, aunque la
2008a) y asistida por microondas crioconcentracidon  asistida
por microondas permite
una disminucién en el
tiempo de recuperacion.
Obtuvieron una  mejor
calidad de producto y un
mayor perfil aromatico;
(Aider & de sefialando a la
Jugos de cereza 'y Halleux Estudiaron la produccion de | crioconcentracion en
durazno 2008b), jugos concentrados. bloque como una
tecnologia prometedora vy
efectiva en la industria de
jugos, ademas de ser
amigable con el ambiente.
Se ve la necesidad de
Presentan un modelo | investigar
estatico de las condiciones | experimentalmente,
(Burdo et . . . .

- al,, 2008) de la influencia combinada | obteniendo los campos de
en el proceso de | temperatura y de
congelacion. concentracién en el

sistema.
Este método se rige por la
Probaron el desempefio de | elucion del soluto de una
(Nakagawa, | la crioconcentracion, | fase congelada a una fase
jugo de manzana | Nagahama, | variando las condiciones de | liquida, donde la
et al., 2010) | congelacién y | concentracién aumenta con
descongelacion. el tiempo, recuperando la
mayoria de los solutos.
Removieron
satisfactoriamente los
contaminantes ayudando la
Efluentes (Gao et al Estudiaron la eliminacion de | eficiencia de separacion,
industriales 2009) ” | compuestos contaminantes | reduciendo la influencia de
petroquimicos organicos. la temperatura de
congelacion y la
concentracién inicial de
impurezas.
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La solucidn obtenida
durante la descongelacidon

Estudiaron los fendmenos | mostré una mayor
de concentracion durante la | concentraciéon que la
Colorante (Nakagawa | congelacion y | soluciéon original y la
(C3sH24NgNa,046S4) | et al,, 2009) | descongelacidn en una | concentracion no
solucion acuosa de | corresponde con la
colorante. cantidad de soluto
localizado en la matriz
congelada.
Las condiciones evaluadas
de congelacién no separan
eficazmente los solutos de
. , la zona congelada. Sin
Investigaron el fendmeno
., embargo, las
Colorante (Nakagawa, | de la concentracidn durante .
. - concentraciones de las
(C34H24NegNa;0:6S,) | Maebashi, | la congelacién y ) .
2, fracciones obtenidas
y fenol et al., 2010) | descongelacion de la
. durante el paso de
solucidén. . .
descongelacién eran mas
altas que el nivel de
concentracién de la fase
congelada.
Los efectos de las etapas
Estudiaron el efecto de las | son significativos y el
(Aider & etapas de crioconcentracion | microondas ayuda a
Leche Ounis, en la eficacia de la técnica | aumentar la eficiencia con
2012) por gravedad vy asistido por | respecto al tiempo de
microondas obtencion de la fraccidon
descongelada.
(G. Petzold | Estudiaron el efecto sobre S
. . La aplicacién de estas
& Aguilera, | la eficiencia de la , .
. . tecnologias  mejora la
Sacarosa 2013) concentracion, mediante la .. : L,
. , eficiencia de recuperacién y
(G. Petzold | combinacién de tecnologias | _. .
. . ., tiempos de procesamiento.
et al., 2013) | (vacio y centrifugacion).
Evaluaron el efecto de la
temperatura de
congelacion, modo de
descongelacién y modo de
separacién  (técnica por | La combinacién del modo
gravedad, vacio y asistido | se separacion asistido por
(Moreno et por microondas) con | microondas y por vacio
Café al,, 2013) respecto al rendimiento de | mostraron los mejores
°

solutos de café, ajustando
los datos obtenidos a un
modelo monomolecular
para comparar la calidad de
separacidon por medio de la
relacion de recuperacion
soluto para cada

resultados en términos de
relacion de recuperacion
soluto.
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tratamiento.

La direccién de congelacién
y la temperatura de
enfriamiento influian
significativamente en |la
recuperacion soluto y los

Evaluaron los efectos de la
fraccion de masa inicial, la

temperatura de . .
o compuestos bioactivos se
enfriamiento, la| . . .,
distribuyeron en proporcion
(Moreno et | temperatura de

al contenido total de sélidos
en el hielo y liquido
encontrando que la
crioconcentracién por
bloque es una técnica
efectiva para preservar las
propiedades funcionales de
los extractos de café.

Café al., 2014) calentamiento y la direccion

de congelacion en café,
ademads de medir el efecto
de la crioconcentracion en
los compuestos bioactivos.

Debido al interés que ha despertado la crioconcentracion en bloque, esta técnica sera
abordada en el presente estudio, de igual forma del estado del arte puede concluirse
qgue uno de los principales problemas de la técnica es la falta de eficiencia en la
recuperacién del soluto, esto debido que el hielo crece ocluido durante la congelacién,
es por esto que técnicas como el recocido o los ciclos de calentamiento y enfriamiento
pueden ser de interés para modificar la estructura del hielo y de esta forma tener un
impacto en la recuperacion del soluto. A continuacidn se describe el estado del arte de
la técnica de recocido.

3.3 RECOCIDO O ANNEALING

De acuerdo a la revisidn bibliografica realizada, se ha podido evidenciar que los
tratamientos de recocido o annealing en soluciones acuosas no han sido estudiados
extensamente, y sus investigaciones se han realizado durante el estudio de las
transiciones de fases, obteniendo como resultado que el periodo de tiempo al cual son
sometidas las muestras tiene un efecto sobre la morfologia de los cristales de hielo.
Estas investigaciones estan resumidas en la Tabla 2.

Tabla 2. Investigaciones realizadas sobre recocido o annealing.

Referencias Descripcion

Describe el por qué el hielo no puede formar una fase ordenada a 0 Ky
como conseguir un estado ordenado de hielo; concluyendo que al ser
agregada al agua una impureza, esta acelera dramaticamente el
movimiento de las moléculas para cambiar el cristal de estado
desordenado a un equilibrio dentro del tiempo de experimentacion.

(Chirife & Buera,
1997)

Investigd las condiciones de congelacién para formar una morfologia de
cristal estable en una placa de hielo, encontrando que las muestras
estudiadas fueron influenciadas de una manera diferente por los
parametros de congelacidn y las concentraciones de soluto.

(Schoof, Bruns,
Fischer, Heschel, &
Rau, 2000)
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(Sei, Gonda, &
Arima, 2002)

Realizé observaciones in-situ para evaluar cdmo la trehalosa suprime el
crecimiento de cristales de hielo y protege a los organismos de la
congelacion.

(Liesebach, Rades,
& Lim, 2003)

Investigd la influencia del tiempo, temperatura y velocidad de
congelamiento de recocido sobre la temperatura de transicion vitrea,
encontrando que cada una de estas variables afecta el resultado del
experimento

(Shibkov, Golovin,
Zheltov, Korolev,
& Leonov, 2003)

Presenté el resultado del estudio in-situ de la formacidn de patrones del
crecimiento de un cristal de hielo en agua super pura en el rango de
subenfriamiento -0,1<AT<-30°C.

(Nasello, Di Analizé, para agua pura, la migracion limite de los enlaces al ser

Prinzio, & sometidos a los tratamientos térmicos de recocido cercanos al punto de
Guzman, 2005) fusion.

Identificé que las condiciones experimentales, tales como la velocidad de

(Rahman, 2006) enfriamiento, tamano de la muestra y las condiciones del recocido

utilizados afectan la estructura cristalina del hielo.

(Koza, Hansen,
May, & Schober,
2006)

Mostrd que existe una correlacién entre las condiciones de preparacion
de las estructuras de hielo amorfo, sus propiedades estructurales
microscopicas y la cinética de transformacidn; obteniendo que el grado
de heterogeneidad puede ser suprimida progresivamente cuando
mayores presiones y temperaturas se aplican para la preparaciéon de la
muestra.

(Hottot et al.,
2007)

Presenté un conjunto de datos experimentales que muestran Ia
influencia de diversos parametros del proceso de congelacién que
determinan la estructura del material congelado sobre las propiedades
de textura del liofilizado.

(Pardo et al.,
2002)

Realizé una investigacidn para conocer la relaciéon entre la tasa de
congelacion y el tamafio medio del cristal de hielo en extractos de café,
donde pudo evidenciar que la variabilidad en el tamafio de cristal medio
tiende a aumentar a medida que disminuye la tasa de congelacion, como
la propagacién en la distribucion del tamano de cristal.

(H.D Goff et al.,
2003)

Probé que tratamientos térmicos (ciclos de enfriamiento y
calentamiento) pueden influir en la microestructura de soluciones
alimenticias (agua—sacarosa) afectando a su vez el grado de retencién de
sélidos en el hielo.

(Okawa et al.,
2009)

Estudio el efecto de la orientacion de los cristales en crioconcentracion
para aguas residuales. De acuerdo al cambio que se generaba en la
morfologia inicial del cristal, se encontrd que el tratamiento que genera
un grado mayor de retencién de sdlidos, es cuando son formadas varias
placas de hielo, y un cristal de hielo formado solo con direccién de
crecimiento en un eje.

Aunque la mayoria de estudios han sido realizados a niveles experimentales con

técnicas de microscopia, se ha podido evidenciar que de acuerdo a las concentraciones

de las soluciones, los ciclos térmicos, los tiempos y velocidades de congelacidn a los

gue se expone la solucion, los cristales de hielo presentaran cambios estructurales,

aumentando el rendimiento de recuperacion.
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3.4 ANALISIS DE IMAGENES

Para verificar el cambio en la estructura del hielo en un tratamiento de recocido puede
resultar de utilidad el andlisis de imagenes. Aunque, con respecto al estudio por

analisis de imagenes para cristales de hielo formados en soluciones alimentarias no se
ha evidenciado mayor informacién.

De acuerdo a la investigacion realizada, se ha podido evidenciar que la adquisicidn de

imagenes que puedan mostrar la estructura del hielo puede realizarse por medio de
varias técnicas de microscopia, aunque en algunas de ellas se requiera un tratamiento
previo de la muestra. Estas técnicas estas resumidas en la Tabla 3.

Tabla 3. Técnicas de obtencion de imagenes de la estructura de los cristales de hielo.

Técnica de observacion

Referencias

Descripcidn

Crio-microscopio

(Schoof et al., 2000) (Sei
et al., 2002) (Nasello et
al., 2005) (Koza et al.,

2006)

Se obtuvieron imagenes in-situ por medio un
crio-microscopio el cual utiliza una cdmara de
refrigeracion para mantener la temperatura de
congelacion deseada del experimento.

Microscopio por
fluorescencia

(Pardo et al., 2002)

Se presentd una metodologia de liofilizacién
para el analisis de los cristales y el
procesamiento de las imagenes obtenidas.

Microscopia de luz fria
y microscopia
electronica de barrido
(SEM).

(H.D Goff et al., 2003)

Se observo la microestructura de una solucion
de sacarosa observando el grado de oclusién en
los cristales de hielo

Estereoscopio

(Okawa et al., 2009)

Se observd la diferencia de la morfologia inicial
de hielo y su influencia sobre la concentracion
por congelacion.
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4 PREGUNTA DE INVESTIGACION

El objetivo de la crioconcentracién es lograr la separacién del agua lo mds pura posible.
De acuerdo a la bibliografia consultada se ha podido evidenciar que varios autores han
podido evidenciar que el tamaio, la morfologia y la oclusién de sdélidos en los cristales
de hielo dependen de las condiciones de congelacién, de ciclos de enfriamiento-
calentamiento y de condiciones de maduraciéon o recocido (H.D Goff et al., 2003;
Nakagawa et al., 2009; Okawa et al., 2009; Pardo et al., 2002), por lo tanto este tipo de
tratamientos durante la crioconcentracién en bloque pueden llegar a impactar en la
recuperacién del soluto, modificando la eficiencia del proceso. Las condiciones de
congelacion durante la crioconcentracion en bloque ya han sido estudiadas por
algunos autores, sin embargo, el estudio del efecto de los ciclos de enfriamiento-
calentamiento, y el recocido en la crioconcentracidn en bloque aun es bajo.

Por esta razén, se propone estudiar el efecto de los ciclos de enfriamiento-
calentamiento y los tiempos de mantenimiento de estas matrices a una temperatura
(recocido), el que también podria denominarse maduracion, sobre la eficiencia de
recuperacién del soluto en la crioconcentracién en bloque de soluciones acuosas de
café.

De acuerdo a los postulados anteriormente mencionados se ha formulado la siguiente
pregunta de investigacion:

(CUAL ES EL EFECTO DE LA APLICACION DE CICLOS DE ENFRIAMIENTO-
CALENTAMIENTO DURANTE LA CRIOCONCENTRACION EN BLOQUE DE SOLUCIONES
DE CAFE SOBRE LA EFICIENCIA EN LA CONCENTRACION?

Esto permitira ampliar el conocimiento sobre las variables y parametros operativos
gue afectan a la crioconcentracién en bloque. Se busca posibilitar el uso futuro de
nuevas tecnologias mas eficientes, econdmicas y aplicables a productos como el café
liofilizado o nuevos productos como concentrados de café y sus derivados.
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5 OBIJETIVOS
5.1 GENERAL

Evaluar el efecto de ciclos de enfriamiento y calentamiento sobre la eficiencia de
recuperacién del soluto en crioconcentracion en bloque de soluciones acuosas de café.

5.2 ESPECIFICOS

Determinar el efecto de la temperatura de calentamiento y tiempo de recocido o
annealing sobre la recuperacién de soluto de soluciones de café al aplicar ciclos de
enfriamiento y calentamiento durante la crioconcentracién en bloque.

Evaluar el efecto de la temperatura de calentamiento y tiempo de recocido o
annealing sobre la estructura del hielo de café en crioconcentracién en bloque por
medio de andlisis de imagenes.
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6 MATERIALES Y METODOS
6.1 MATERIALES

Se prepararon soluciones de café liofilizado de un mismo lote de proceso, suministrado
por Buencafé Liofilizado de Colombia (Federacion Nacional de Cafeteros, Colombia). El
café se disolvié en agua destilada a 35°C por 20 minutos y almacenado a 4°C por 12
horas.

La concentracion de sélidos fue ajustada antes del inicio de la crioconcentracion
mediante refractometria (Atago Pal 100, Japon), por medio de la relacién entre grados
Brix y fraccidon de sélidos representada por la ecuacién X, = 0.0087°Brix (Moreno et
al., 2014).

6.2 METODOS
6.2.1 ENSAYOS DE TRATAMIENTOS TERMICOS A NIVEL MICROSCOPICO

Se sometieron 21 pL de la solucion a ciclos de enfriamiento-calentamiento y tiempos
de recocido, como se observa en la Tabla 4. La temperatura de la solucién se controld
por medio de una camara de refrigeracién (INSTEC HCS321i). La solucién se enfrid
inicialmente hasta una temperatura de -20°C a 2 °C/min para posteriormente ser
sometida a los tratamientos evaluados. Para el primer tratamiento la muestra se
mantuvo a -20°C con recocido de 1 hora, en el segundo tratamiento la muestra se
calentd hasta -5°C a 2 °C/min sin recocido y el tercer tratamiento se calentd hasta -5°C
a 2 °C/miny a recocido de 1 hora. Finalmente para los tres tratamientos la muestra fue
enfriada nuevamente hasta -20°C a 2 °C/min.

Tabla 4. Tratamientos evaluados en los ciclos de enfriamiento y calentamiento

TRATAMIENTO Puntos de T1 T2 T3
Medicidn
Temperatura enfriamiento P1 -20°C -20°C -20°C
Temperatura calentamiento P2 - -5°C -5°C
Tiempo recocido P3 1h Oh 1h
Temperatura enfriamiento P4 - -20°C -20°C

La captura de imdagenes de los cristales de hielo se realizo utilizando una camara digital
acoplada a un microscopio Nikon Eclipse Ti con un objetivo de 10X, la camara de
refrigeracion se adapto a la platina del microscopio.

Se tomaron imdagenes en los diferentes puntos de los tratamientos con una resolucién
de 1280 x 960 pixeles y 20 ms de exposicidn, se evalud la Dimensidon Fractal de Textura
(DFT) de cada punto observado por medio del plugin SDBC del software Imagel
(National Institute of Health, USA), tomando 9 crops (430 x 320 pixeles) para cada
imagen obtenida. Adicionalmente, se obtuvieron los descriptores dimensionales (Area
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y Didmetro de Feret) de los cristales formados al final de los tratamientos (P4), por
medio del software Image).

Se determino la DFT por medio del algoritmo Modificado de Conteo Diferencial de
Cajas. Este algoritmo se basa en un grafico de superficie de intensidad, el cual es
generado a partir de imagenes en escala de grises 2D (Perea-Flores, 2011).

6.2.2 EQUIPO DE CRIOCONCENTRACION EN BLOQUE Y PROTOCOLO DE
CRIOCONCENTRACION

El diagrama del equipo utilizado para realizar la crioconcentracién en bloque se
muestra en la Figura 6 (Moreno et al., 2014). Este equipo consta de un recipiente
cilindrico (1) al cual se le introducen 160 g de la solucion de café a crioconcentrar. El
recipiente esta provisto de una camisa interna (2) y una externa (3) para la circulacién
del fluido de enfriamiento y calentamiento, el cual es una mezcla etilenglicol/agua 53%
M/ que viene de los bafios termostaticos (4 y 5) Polystat, (Cole Parmer, USA). Los
bafios estan provistos de un control de temperatura (6 y 7) que permite manejar un
intervalo de -35°C a 150°C +/- 0.01°C. Los bafos envian los fluidos de intercambio de
calor a las camisas externa o interna mediante un sistema de ductos y valvulas (8).
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Figura 6. Diagrama de equipo para crioconcentracion en bloque (Moreno et al., 2014).

Durante los ensayos se ajustaron las temperaturas en los bafios termostaticos de
manera que la transferencia de calor sucede unidireccionalmente, en sentido radial
desde la camisa interna del equipo. Una vez la muestra ha sido sometida a los ciclos de
enfriamiento-calentamiento y su temperatura interna permanece constante, se
procede con la fase de descongelacién permitiendo el paso del fluido de calentamiento
a través desde la camisa exterior del recipiente. Se abre la vdlvula de salida (9),
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recolectando la muestra descongelada en el recipiente (10) ubicado sobre una balanza
(11) (Ohaus PA3102, USA), de 3100 g + 0.01 g registrando la masa recuperada. Durante
la descongelacidn, la temperatura en la pared interna del recipiente se fija un grado
Celsius por debajo de la temperatura de fusién de la muestra para evitar el
descongelamiento, manteniendo la descongelacidon unidireccional. Se separaron diez
fracciones masicas iguales de la solucién descongelada y se realizé la medicidn de la
concentraciéon por refractometria (Atago Pal 100, Japdn). La concentracion de sélidos
es expresada como fraccién mdsica de sélidos totales (Xs).

Para cada uno de los tratamientos se evalud la temperatura de la solucién en cuatro
puntos equidistantes del equipo (12), utilizando sensores de temperatura PT100 - IP65
(Testo, Alemania) de 2 mm de didmetro, con rango de medicion -50 a 300°C +/- 0.01°C,
estos sensores se conectan a un datalogger 176 T2 (Testo, Alemania) que envia los
datos a un PC para el registro segundo a segundo de la variaciéon térmica de la
muestra.

6.2.3 DETERMINACION DEL EFECTO DE CICLOS DE ENFRIAMIENTO-
CALENTAMIENTO Y RECOCIDO SOBRE LA EFICIENCIA DE RECUPERACION DEL
SOLUTO. DISENO EXPERIMENTAL.

Las soluciones de café fueron sometidas a cuatro tratamientos térmicos como se
observa en la Tabla 5. Para cada tratamiento, inicialmente la temperatura del
refrigerante fue de -20°C, esta temperatura se mantenia hasta lograr la estabilizacién
térmica de la muestra, posteriormente se elevaba la temperatura del refrigerante a la
temperatura de ensayo (Tc) y nuevamente la muestra se llevaba hasta estabilizacién y
se sometia la muestra al tiempo de recocido o annealing (t), finalmente la muestra fue
enfriada (primer paso) con refrigerante a -20°C, para posteriormente realizar la
recuperaciéon de cada 10% de la fraccion inicial a 40°C.
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Tabla 5. Tratamientos térmicos evaluados

TRATAMIENTOS .
Paso DESCRIPCION
T1 T2 T3 T4
1 Tem_per?tura de 0°C | -20°c | -20°¢ | -20°C Congelacion |r‘\|‘C|aI‘qe Ia’ SO|‘UCIOn
enfriamiento (T) hasta estabilizacion térmica.
Temperatura de Calentamiento de la solucién a la
2 P . -5°C | -5°C | -10°C | -10°C temperatura T, hasta estabilizacién
calentamiento (T,) .
térmica.
Tiempo de Recocido: Maduracidn de los cristales
3 recocido o 12 h Oh 12 h O h | atemperatura de calentamiento en el
annealing (t) tiempo.
Temperatura de Enfriamiento de la solucién a
4 .p . -20°C | -20°C | -20°C | -20°C temperatura de congelacion inicial
enfriamiento (T) e o
hasta estabilizacion térmica.
Recuperacién cada 10% de la solucién
5 Temperat.tfra de a0°c | a0°c | a0°c | 20°c init’:i.al crioconcentrada, midiendo los
recuperacion (Ty) sélidos solubles presentes en cada
fraccion.

De acuerdo a lo reportado en la literatura, se ha podido evidenciar que factores como
la concentracién inicial de solutos, la direccion de congelacién y la temperatura de
enfriamiento pueden llegar a tener una influencia significativa sobre la recuperacién
de solutos (Aider & de Halleux, 2008b; Moreno et al., 2014, 2013). Es decir que a
concentraciones iniciales altas, velocidad de congelacion y temperaturas de
descongelacidn altas la crioconcentracién en bloque no es eficiente.

Por esta razén, para seleccionar los niveles de las variables de estudio en el presente
trabajo, se tomaron condiciones no favorables para la crioconcentracidon en bloque.
Esto con el fin de evaluar la viabilidad de mejorar la eficiencia de la concentraciéon
mediante la aplicacion de ciclos de enfriamiento-calentamiento y tiempos de recocido
o annealing. Adicionalmente se tuvo en cuenta que los niveles escogidos estuvieran
dentro de los limites usuales de operacién en la crioconcentracion.

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, para el desarrollo de la presente
investigacion se decidié utilizar una concentracién inicial del 15% P/P' temperatura de

enfriamiento de -20°C, temperaturas de calentamiento de -5 y -10°C en direccion de
congelacion desde la camisa interna del equipo y temperatura de descongelacion de
40°C, para la recuperacién de las 10 fracciones desde la camisa externa del equipo,
como se observa en la Figura 7.
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Figura 7. Proceso para crioconcentracién en bloque
TC: Direccion de Transferencia de Calor

Los variables evaluadas en los tratamientos térmicos fueron la temperatura de
calentamiento (Tc) y tiempo de recocido o annealig (t) sobre la recuperacion de soluto
en el equipo para crioconcentracion en bloque. Se utilizé un disefio factorial completo
de dos factores con dos niveles (22) para un total de 4 tratamientos, todos los
tratamientos fueron realizados por triplicado.

Adicional a estos tratamientos, se cuenta con un ensayo que sirve como blanco (B), el
cual no fue sometido a ningun ciclo de enfriamiento-calentamiento y/o tiempo de
recocido. Este tratamiento fue sometido a la misma temperatura de enfriamiento,
temperatura de calentamiento, direccién de congelacion y se recuperacion de las
muestras. El tratamiento fue realizado igualmente por triplicado.

6.2.3.1 Analisis de datos

Para la evaluacién de las fracciones recuperadas se tuvieron como variables de
respuesta la fraccidon de recuperacion de solutos (Y) y el indice de concentracién (IC)
por cada una de las fracciones de descongelacidon recuperadas (f), los cuales son
descritos a continuacion.

Fraccion de descongelacion (f): Se define como la relacién entre la masa de liquido
descongelado y la masa inicial de la solucién (Eq. 1).

Donde:

mij ;.
f= ﬁ (1) m;, : masa de liquido descongelado
sol 0 s e e .z
Ms, 0: Masa inicial de la solucion
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Rendimiento de recuperacion de solutos (Y): Se define como la relacién entre la masa
de soluto recuperado en la fraccién liquida crioconcentrada y la masa de soluto en la
solucion inicial (Eq. 2).

Donde:
_ Mgiig T
y=—— (2) M iq: Masa de soluto en la fraccién liquida descongelada
SO .7 . . .
m; o: masa de soluto en la solucidn inicial

Indice de concentracion (IC): Se define como relacién entre la fraccién de sélidos del
liquido crioconcentrado y la fraccidn de sdlidos en la solucidn inicial (Eq. 3).

X Donde:
li ., s ., P .
IC = % (3) X iiq: concentracidn de sélidos en la fraccidn liquida descongelada
s0 . e n . « e .
X 0: concentracion de sélidos en la solucion inicial

Area bajo la curva: Este método fue propuesto por Moreno et al 2014. El drea permite
la comparacién entre tratamientos. Es un valor acotado entre O (recuperacion del 0%
de los solutos iniciales) y 1 (recuperacion instantanea del 100% de los solutos iniciales,
caso ideal), por esto cuanto mayor sea el area, mayor cantidad de solutos se recupera
en una menor fraccion de descongelacion.

La grafica Y vs. f (Figura 8) representa la cantidad de soluto que se alcanza a recuperar,
por tanto entre mas alejada este la curva de la diagonal habrd mayor recuperacién. La
diagonal representa cuando no hay recuperacion de solutos, por tanto todo lo que
esté por encima de esta diagonal representard lo que se alcanza a recuperar.

No-concentration

0 0.5 1
f

Figura 8. Rendimiento de solutos en crioconcentraciéon. Tomado de (Moreno et al., 2014)

El area bajo la curva Y vs. f de los tratamientos es obtenida mediante el software
estadistico SAS 11.0 por medio del procedimiento de regresiéon SP_line.

Para determinar la significancia de los efectos principales y combinados de los factores
de estudio sobre el drea bajo la curva Y vs f, se realiza un analisis de regresion por
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superficie de respuesta, mediante el software estadistico SAS 11.0 con un intervalo de
confianza del 95%.

6.2.4 EVALUACION DEL EFECTO DE CICLOS DE ENFRIAMIENTO-CALENTAMIENTO Y
RECOCIDO SOBRE LA ESTRUCTURA DEL CRISTAL DE HIELO

Se extrajeron los bloques formados en tratamientos del disefio experimental expuesto
en el numeral 6.2.3, al finalizar la aplicacion de los ciclos (paso 4, Tabla 5), este bloque
se trasladaba a una atmdsfera a -20°C, en la que se realizaban cortes sobre el bloque
de café congelado para obtener muestras representativas del bloque formado, como
se muestra en la Figura 9.

Figura 9. Extraccion del bloque de hielo del crioconcentrador

Fueron realizados cortes trasversales y longitudinales de 60um de espesor a las
muestras obtenidas del bloque, en un criotomo (Leica CM1850) a -20°C, para ser
observados dentro de una camara de refrigeracion (INSTEC HCS301i) que permitia el
control de la temperatura de la muestra a -20°C de igual manera.

Para los cortes transversales fueron adquiridas las imagenes de los cristales de hielo a
6 distancias del bloque formado, estos cortes se realizaban en la direccion de la
transferencia de calor, como se muestra en la Figura 10.

COC) GE) G0 e

Figura 10. Distancias de los cortes evaluados en el bloque. Vista superior
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La captura de imdagenes de los cristales de hielo se realizoé utilizando una camara digital
acoplada a un microscopio Nikon Eclipse Ti con un objetivo de 10X, la cdmara de
refrigeracion se adaptd a la platina del microscopio.

Las imagenes se tomaron con una resolucién de 1280 x 960 pixeles, las cuales fueron
procesadas y segmentadas por medio del software Image) (National Institute of
Health, USA), como se muestra en la Figura 11.

La imagen original obtenida (1) es transformada a 8 bits (2), los cristales de hielo son
identificados por medio del uso del threshold automatico (3). Los cristales de hielo son
identificados manualmente para segmentar la imagen originalmente capturada (4). Las
imagenes segmentadas fueron sobrepuestas sobre la original para la comprobar la
segmentacion realizada (5).

Figura 11. Pre-procesamiento y segmentacion de las imagenes.

La calibracién del tamanio de los cristales de hielo en las imagenes adquiridas se realizé
mediante la captura de un cuadrante de la cdmara de neubauer, con el mismo objetivo
(10X) y misma distancia de trabajo utilizados en los ensayos.

6.2.4.1 Analisis de imagenes

Para evaluar los cristales de hielo segmentados en las imagenes adquiridas (extraccion
de parametros), se utilizaron pardmetros morfométricos, los cuales proporcionan una
la informacién adecuada de las dimensiones y de la forma de los cristales para el
analisis de la estructura del objeto en estudio:

Descriptores dimensionales (Mendoza, 2012)
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Perimetro (P): El perimetro es definido como el nimero de pixeles pertenecientes al
contorno de un objeto.

Area (A): Es definida como el plano bidimensional con contornos definidos. Es la suma
de los pixeles de una region definida. Este pardmetro puede utilizarse para describir el
encogimiento global de un objeto.

Didmetro de Feret (DF): Este parametro describe la forma de un objeto. Es la distancia
mas larga entre dos puntos cualesquiera a lo largo del limite de seleccién.

Descriptores de forma

Circularidad (C): Es un factor que indica que tanto un objeto se circunscribe a un
circulo. Este factor varia entre los valores 0.0 y 1.0, donde un valor de 1.0 indica un
circulo perfecto (Eq. 4).

4 Donde:
C=4n— (4) A: Area
P
P: Perimetro

Relacion de Aspecto (AR): Es una medida de la elongacién de un objeto, indicando la
proporciéon entre el ancho y alto del objeto evaluado (Eq. 5).

y Donde:
AR = M—?:f (5) Max: Eje mayor
Min: Eje menor

Los parametros analizados de las imagenes obtenidas, fueron realizados en un minimo
de 150 cristales de hielo por grupo, buscando un error menor al 8% en la media de los
valores obtenidos.
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7 RESULTADOS
7.1 TRATAMIENTOS TERMICOS A NIVEL MICROSCOPICO

Los perfiles de temperatura obtenidos durante la evaluacion de los ciclos de
enfriamiento-calentamiento se pueden observar en la Figura 12, al igual que las
imagenes adquiridas en el tiempo de cada punto del tratamiento. Estos muestran los
cambios presentados en los cristales de hielo al ser aplicadas diferentes temperaturas
y tiempos de recocido durante el tratamiento térmico.

Los tiempos de evaluacidon de cada tratamiento fueron de 80 min para T1, 45 min para
T2 y 100 min para T3. El punto P1 representa el primer enfriamiento realizado en la
muestra, el punto P2 muestra el aumento de la temperatura hasta estabilizacidn
térmica, el punto P3 representa el tiempo en el cual la muestra fue sometida a
recocido y el punto P4 representa el enfriamiento final del tratamiento.
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Figura 12. Perfiles de temperatura y puntos evaluados en los tratamientos.

Para los tres tratamientos evaluados, en el punto P1 se observar una formacion de
multiples cristales de minusculo tamafio, lo que puede deberse al subenfriamiento
inicial (la muestra alcanza temperaturas de -15 °C, y la temperatura de congelacién,
para la concentracién estudiada, es de -2,3 °C) y a la velocidad a la cual sucedid la
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nucleacién en la muestra (Orrego Alzate, 2008). En el punto P2 se presenta el primer
cambio en la morfologia del cristal, al aumentar la temperatura en la muestra, esto
puede ser debido al crecimiento de los cristales provocado por un aumento en la
velocidad de transferencia del agua desde la solucidn concentrada hacia la fase sélida
(Delgado & Sun, 2001). En el punto P3 se observa el cambio ocurrido al aplicar el
recocido a la temperatura de calentamiento, apreciando un aumento en el tamafio de
los cristales formados inicialmente, esto puede ser debido a que el recocido permite el
aumento del tamafio y una posible reorganizacién de la estructura cristalina formada
inicialmente en el sistema (Hottot et al., 2007). Esta reorganizacion pudo darse debido
a que durante este tiempo se llevan a cabo fendmenos de transferencia de masa y
calor que permiten que el agua de la solucidén concentrada migre hacia los cristales de
hielo, permitiendo el aumento del tamafio de los cristales.

De acuerdo al analisis de DFT realizado, se pudo evidenciar que en el tratamiento T1
no se presentan cambios significativos (a=0,05) entre las imagenes obtenidas en los
puntos P1 y P4, a pesar de exponer la muestra a un recocido a la misma temperatura
de enfriamiento evaluada (-20°C por 1h). Sin embargo, el segundo y tercer
tratamiento, si presentaron diferencia significativa (a=0,05) en la DFT, entre los puntos
P1 y P4, al aplicar los ciclos de enfriamiento-calentamiento y recocido a una
temperatura cercana a la de congelacién. Esto podria estar asociado a la influencia que
ejerce la temperatura y el recocido sobre el movimiento de las moléculas de agua,
logrando una redistribucién y cambio en la morfologia del cristal de hielo (Li & Sun,
2002).

La DFT obtenida al final de los tratamientos (P4, Figura 12), con valores de 2.1438 +
0.0376 para T1, 2.1438 £ 0.0145 para T2 y 2.3933 + 0.0180 para T3 presentaron
diferencia significativa (=0,05) entre los datos, lo cual evidencia que los cristales de
hielo formados se ven afectados por la temperatura de calentamiento y el tiempo
recocido.

Los descriptores dimensionales calculados en P4 para los cristales se presentan en la
Figura 13 indicando el area y el didmetro de Feret de cada tratamiento.
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Figura 13. Descriptores dimensionales de los cristales obtenidos en los tratamientos

De acuerdo a los parametros evaluados, se pudo evidenciar que la temperatura de
calentamiento y el recocido afectan al tamaio del cristal (drea y diametro de Feret),
obteniendo el mayor efecto para el tratamiento T3.

Estos resultados muestran que el efecto del recocido sobre los cristales de hielo es
mayor sobre cambios en tamafio cuando se utilizan temperaturas cercanas a la
temperatura de congelacién. Por esto, se podria decir que los cristales requieren de un
tiempo adecuado para crecer y eliminar solutos de la estructura cristalina y que es
necesario darles movilidad a las moléculas de agua a través de temperaturas cercanas
al punto de congelacion.

7.2 PERFILES DE TEMPERATURA EN EL CRIOCONCENTRADOR EN BLOQUE

Los perfiles de temperatura obtenidos durante la evaluacidon de los ciclos de
enfriamiento-calentamiento en crioconcentracién en bloque se muestran en la Figura
14. Los perfiles fueron generados para observar el comportamiento térmico de la
solucién en el tiempo, mostrando el registro de los sensores en cada punto del bloque
de hielo, donde el sensor 1 es el mas cercano a la camisa externa del equipo.

Estos perfiles corresponden a los tratamientos sometidos al recocido o annealing de 0
y 12 h a temperaturas de calentamiento de -5 y -10°C.

Los graficos muestran la congelacidén y subenfriamiento inicial de la muestra, hasta
estabilizacidn térmica, a la temperatura de enfriamiento T. Posteriormente, se muestra
el periodo de transicion de la muestra hasta alcanzar la temperatura de calentamiento
Tc, para dar inicio al recocido o annealing. Finalmente, se muestra la etapa de
subenfriamiento hasta llegar a la temperatura T de la muestra y de esta manera
comenzar con la recuperacion las fracciones de descongelacion a la temperatura de
recuperacion Ty.
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Figura 14. Perfiles de temperatura de los tratamientos

En los perfiles de temperatura se observa el subenfriamiento inicial en la muestra
hasta llegar al punto a, este intervalo muestra una inflexion que puede estar
relacionada con el cambio de fase de la solucidn, seguido por la congelacion de toda la
muestra, hasta lograr la estabilidad térmica de la muestra (T). Este comportamiento en
el perfil de temperatura puede observarse en estudios como los de Nakagawa et al.
2010 y Moreno et al. 2014.

7.3 EFECTO DE LA APLICACION DE CICLOS ENFRIAMIENTO-CALENTAMIENTO Y DE
TIEMPOS DE RECOCIDO SOBRE LA EFICIENCIA DE RECUPERACION DEL SOLUTO.

Los resultados de los ensayos para determinar el efecto de los ciclos de enfriamiento-
calentamiento y tiempos de recocido sobre la recuperacion de soluto en
crioconcentracion en bloque se muestran a continuacion.

En la Figura 15 (A) se muestra el comportamiento del indice de concentracion (IC)
respecto a la fraccion de descongelacion (f), la cual representa la capacidad que tuvo la
fraccién recuperada en concentrarse con respecto a la concentracion inicial. En la
Figura 15 (B) se muestra el comportamiento del Rendimiento de recuperaciéon de
soluto (Y) respecto a la fraccién de descongelacion (f) que representa la cantidad de
solutos recuperados, por tanto, entre mas alejada este la curva de la diagonal habrd
mayor recuperacion.

(A). (B).
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Figura 15. Efecto en la recuperacion de solutos e indice de concentracion de los tratamientos.

De la Figura 15 (A), se observa que el IC respecto a ff, para todos los tratamientos,
tiene un comportamiento acorde con lo reportado en la literatura (Moreno et al.
2014), obteniendo en las primeras fracciones IC mayores a 1, recuperando la mayor
parte de soluto. Para el tratamiento T1 se alcanzé un IC=1.4 en f=0.3, lograndose
concentrar hasta 1.4 veces mas que la concentracion inicial en la tercera fraccién
recuperada. El comportamiento del IC de los tratamientos T2, T3 y T4 es similar al
blanco con ICx=1.2, obtenidos en las cuatro primeras fracciones.

Adicionalmente, se muestra la linea horizontal en IC=1 que corresponde al punto en el
cual debe detenerse la descongelacion para evitar diluir la muestra y recuperar la
mayor cantidad de sélidos posible (Moreno et al., 2014). Para el tratamiento T1 en
f=0.6 se han recuperado el 74.4% de sdlidos de café, lo cual muestra una mayor
eficiencia en la recuperacion con respecto a los demds tratamientos, presentando
valores en f=0.6 de 67.2% para T2, 68.1% para T3, 67.6% para T4 y 66.7% para B.

Comparando los resultados del ICmax obtenidos respecto a ensayos similares de
Moreno et al. 2014 (Criococentracion en bloque de soluciones de café con
concentracion inicial de 15°Brix), se observa que el ICmax del tratamiento T1 es 17%
mayor, lo que podria indicar que el ciclo de enfriamiento calentamiento y el recocido
pueden tener un efecto positivo en el aumento de la eficiencia de recuperacién en
crioconcentracion en bloque.

De igual forma se presentan los resultados del rendimiento de recuperacion de solutos
(Figura 15-B), los cuales concuerdan con el indice de concentracién obtenidos. Se
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observa que el tratamiento T1 presenté la mayor recuperacién de solutos y los
tratamientos T2, T3 y T4, presentan un comportamiento similar al blanco. Estos
resultados pueden estarse presentando debido a que durante el recocido o annealing,
el aumento de la concentracidn en la solucidn, es inducido por la elucién de solutos del
cristal de hielo, posiblemente debido al cambio en la estructura de los cristales. (H.D
Goff et al., 2003; Nakagawa, Maebashi, et al., 2010).

En la Figura 16 se presentan los resultados del area bajo la curva Y vs. f (Moreno et al.,
2014) de los tratamientos T1, T2, T3, T4 y del ensayo blanco (B).
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Figura 16. Valores promedio en orden respecto al area bajo la curva Y vs. F

Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento T1 (Tc=-5°C y t=12 h) presenté
la mayor area bajo la curva, es decir, la mayor recuperacién de solutos para
crioconcentracién en bloque, con valor de 0.6856; seguida por T3 (T¢=-10°Cy t=12 h)
con valor de 0.6497. De esta forma, se evidencia que el recocido o annealing permitio
una mayor recuperacion que los tratamientos T2 y T4, los cuales no se sometieron al
recocido, ademds de no presentar diferencia significativa («=0,05) con respecto al
blanco, con valores de 0.6353 para T2 y 0.6403 para T4.

Estos resultados pueden presentarse debido a los cambios ocurridos en la estructura
de los cristales de hielo, los cuales al ser sometidos a las temperaturas de
calentamiento y tiempos de recocido o annealing permitieron que se diera el
fendmeno de la recristalizacion (Guillermo Petzold & Aguilera, 2009).

Aunque se presentaron cambios significativos para el tratamiento T1, posiblemente,
las condiciones a de los tratamientos T2, T3 y T4 no fueron lo suficientemente
extremas para poder cambiar la estructura de los cristales de hielo inicialmente
formados, para conseguir estructuras que faciliten la elucién de solutos en la matriz de
hielo conformada (Koza et al., 2006).
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Para determinar la significancia de los efectos principales y los efectos combinados
sobre el drea bajo la curva Y vs. f, se realizd un andlisis de regresién por superficie de
respuesta, por medio de un modelo del drea en funcidn de la temperatura de
calentamiento (Tc) y del tiempo de maduracidn o recocido (t), los resultado obtenidos
se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Significancia de los efectos principales de los tratamientos.

Parametro | Estimador Pr> |t|
Intercepto 0.630 > 0.0001
Tc -0.001 0.4645
t 0.008 0.0002*
Tc*Tc 0 -
t*Tc 0.001 0.0021*
t*t 0 -

*Estadisticamente significativo, a<0.05

La regresion obtenida mostré un ajuste adecuado de los datos con R*=0.9031,
presentando un comportamiento lineal del drea en funcién de la temperatura de
calentamiento (Tc) y la combinacién de las variables del tiempo de maduracién o
recocido (t) y la temperatura de calentamiento (t*Tc), que también puede ser llamado
recocido:

A:aTc+bt+CtTc+d

Los resultados del analisis estadistico muestran que los efectos de la variable t y el
efecto combinado de las variables t*Tc, presentan un efecto significativo sobre el area
bajo la curva para los intervalos estudiados.

De acuerdo a estos resultados, se evidencia que el efecto del tiempo y el recocido o
annealing tiene una correlacion positiva con respecto al area bajo la curva obtenida,
por lo tanto al aumentar el valor de estas variables se podra aumentar la recuperacién
de solutos en crioconcentracién. Esto puede ser debido a que el recocido o annealing
es un proceso cinético en el cual la velocidad en la que se presente el fendmeno de la
cristalizacidn se vera afectado por el tiempo al cual sea sometida la solucidon (Kubota,
2011).

La temperatura de calentamiento no presenta un efecto significativo dentro de los
niveles estudiados en comparacién con el tiempo de recocido o annealing. Esto indica
que el tiempo de recocido o annealing es mas importante que la temperatura de
calentamiento, esto puede deberse a que a las concentraciones estudiadas, la
transferencia de masa en la fase liquida concentrada es el fendmeno controlante y los
efectos inducidos por transferencia de calor no alcanzan a modificar el resultado de la
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crioconcentracién (Aider & de Halleux, 2008a, 2008b; Gao et al., 2009; Sanchez, Ruiz,
Raventds, Auleda, & Hernandez, 2010).

En conclusion, se puede evidenciar que al someter una muestra a recocido o annealing
por un determinado tiempo y a una temperatura cercana a la de congelacion, se podra
aumentar la eficiencia de recuperacion de solutos en crioconcentracién en bloque.
Estos resultados, se pueden estar presentando debido a que se mejora la transferencia
de masa tanto de agua hacia los cristales de hielo, como de la salida de solutos desde
los cristales por elucion, esto puede inducir un cambio en la conformacidn de la
estructura cristalina inicialmente formada, permitiendo la reorganizacion del cristal de
hielo, facilitando la recuperacion de solutos contenidos en el bloque, mejorando la
concentracion y recuperacion de sélidos en el proceso (Nakagawa et al., 2009; Sanchez
et al,, 2010).

7.4 EVALUACION DEL EFECTO DE CICLOS DE ENFRIAMIENTO-CALENTAMIENTO Y
RECOCIDO SOBRE LA ESTRUCTURA DEL CRISTAL DE HIELO

De acuerdo a los resultados obtenidos en el numeral 7.3, se pudo evidenciar que al
menos uno de los tratamientos afecta la eficiencia de recuperacién en
crioconcentracion, por tanto, se ve la necesidad de evaluar la microestructura formada
por los cristales de hielo en el bloque.

Para evaluar el efecto de la temperatura de calentamiento y el tiempo de maduracién
o recocido sobre la estructura del hielo de café en crioconcentracién en bloque, fueron
realizados los cortes transversales y longitudinales a las muestras representativas del
bloque de hielo en cada uno de los tratamientos.
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7.4.1 MICROESTRUCTURA OBSERVADA

En la Figura 17 se observa la estructura caracteristica que presentan los cristales de
hielo en cada uno de los cortes realizados. Los cristales de hielo aparecen en color
blanco y la fase crioconcentrada de café en color café oscuro, en algunas ocasiones se
podra observar en los cristales de hielo la posible oclusién de los solutos.

Estos cristales presentan una estructura hexagonal debido a que las temperaturas vy
presiones de trabajo utilizadas generan este tipo de estructuras, estos hielos son
llamados hielos Tipo 1 (Akyurt et al., 2002).

Estructuradel cristal

Posible oclusién de sdlidos

Cristal de hielo

Fase crioconcentrada

Figura 17. Descripcion de los cristales de hielo

En la Figura 18 y Figura 19 se muestran los ejemplos de las imagenes obtenidas en los
cortes longitudinales y trasversales realizados en el bloque formado para cada uno de
los tratamientos, que fueron sometidos a los ciclos de enfriamiento-calentamiento
para crioconcentraciéon en bloque, mostrando los cambios ocurridos en los cortes
realizados.
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La Figura 18 muestra los ejemplos de los cristales de hielo formados al realizarse cortes
longitudinales de cada tratamiento evaluado en crioconcentracién en bloque.

-
¥

Rle

T

Figura 18. Imagenes de microscopia 6ptica (10X) de las estructuras de los cristales de hielo obtenidas
en los cortes longitudinales del bloque para cada tratamiento.

En estas imagenes se observa que los cristales de hielo obtenidos presentan canales
mas grandes que el tamafio de la fotografia, lo cual genera que no se pueda
determinar el tamafo especifico para los cuatro tratamientos (cristales incompletos).
Esto indica que el crecimiento de los cristales de hielo es continuo, a medida en que se
aleja de la pared de enfriamiento, al ser paralelo a la direccidn de la transferencia de
calor (Farhangdoust, Zamanian, Yasaei, & Khorami, 2013).

El comportamiento que se observa en las estructuras de los cristales de hielos
formados al realizarse cortes longitudinales es diferente al cambiar la orientacién del
corte, como se verd en la Figura 19.

En la Figura 19 se muestran los ejemplos de las imagenes adquiridas en cada una de las
distancias evaluadas en los cortes transversales descritos en la Figura 10, los cuales
fueron realizados en direccién perpendicular a la transferencia de calor.
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tratamiento.
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Estas imdgenes muestran, para cada uno de los tratamientos, un cambio en la
estructura y un aumento en el tamafio de los cristales a medida que avanza el frente
de congelacidn, posiblemente, debido a que la velocidad de transferencia de calor es
mayor en el radio interno, permitiendo la nucleacidn inicial de los cristales (muchos
cristales pequefos) para generar su crecimiento a medida que avanzaba el frente de
congelacion (Orrego Alzate, 2008).

Adicionalmente, para los tratamientos T1 y T3, los cuales fueron sometidos a recocido
o annealing, se observa un mayor tamafio de los cristales formados, en comparacion a
los tratamientos T2 y T4. Esto puede ser debido a que el recocido permite el
crecimiento del tamafio del cristal de hielo, por un aumento en la transferencia de
masa y una posible reorganizacion de la estructura cristalina formada inicialmente en
el sistema (Nakagawa, Hottot, Vessot, & Andrieu, 2006), presentando un posible
engrosamiento, el cual produciria una mejor ruta para la eluciéon de los solutos
contenidos en la matriz sélida formada inicialmente (Nakagawa, Maebashi, et al.,
2010).

7.4.2 DESCRIPTORES DIMENSIONALES Y DE FORMA

Las siguientes figuras muestran los descriptores dimensionales y de forma calculados a
partir del procesamiento y analisis de las imagenes al realizar los cortes transversales
(en direccidn de la transferencia de calor) en el bloque de hielo, para cada uno de los
tratamientos, en crioconcentracién en bloque.

Estos resultados pueden dar una aproximacion con respecto al tamafio y la estructura
de los cristales de hielo obtenidos en cada grupo evaluado.

En la Figura 20 se observan los resultados obtenidos con respecto al drea promedio de
los cristales de hielos para cada tratamiento en cada distancia de los cortes realizados.
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Figura 20. Area en mm? de los cristales de hielo obtenidos para cada tratamiento en los cortes
realizados en el bloque.

De acuerdo al drea promedio obtenida, se puede evidenciar un crecimiento en el
tamafio del cristal a medida que avanza el frente de congelacién en los cortes
realizados en el bloque, obteniendo un area promedio de 0.0243 mm? a los 1.2 mm de
distancia y de 0.0742 mm? a los 13.8 mm de distancia para el tratamiento T1, 0.0051
mm? y 0.1114 mm? para el tratamiento T2, 0.0107 mm? y 0.1147 mm? para el
tratamiento T3 y de 0.0089 mm? y 0.0893 mm? para el tratamiento T4,
respectivamente.

Adicionalmente, se observa que para cada corte realizado en el bloque, obtenido del
crioconcentrador, el tratamiento T1 (T¢=-5°C y t=12 h) presenta la mayor area
promedio con respecto a los demds tratamientos, ademds, se observa que el
tratamiento T3 (Tc=-10°C y t=12 h) presenta un mayor tamafio del cristal en
comparacion con los tratamiento T2 y T4, los cuales no fueron sometidos a recocido o
annealing.

Estos resultados muestran una posible relacidon con respecto a la recuperacion de
solutos mostrada en los resultados del numeral 7.2, estos resultados pueden estar
indicando que al afectar el crecimiento del cristal por medio del recocido o annealing,
el aumento del tamafio del cristal, afectara la recuperacién de solutos en
criconcentracién en bloque.

En la Figura 21 se muestran los resultados obtenidos con respecto al didmetro de Feret
promedio de los cristales de hielos para cada tratamiento en cada distancia de los
cortes realizados.
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Figura 21. Diametro de Feret en mm de los cristales de hielo obtenidos para cada tratamiento en los
cortes realizados en el bloque.

Estos resultados muestran un aumento en el diametro de Feret a medida que avanza
el frente de congelacidn, obteniendo valores de 0.2519 mm a los 1.2 mm de distanciay
de 0.5635 mm a los 13.8 mm de distancia para el tratamiento T1, 0.1441 mm y 0.7402
mm para el tratamiento T2, 0.2369 mm y 0.6964 mm para el tratamiento T3 y de
0.2236 mm y 0.6856 mm para el tratamiento T4, respectivamente.

Aunqgue existe un aumento en el tamafio del cristal con respecto a su didmetro, a
medida que avanza el frente de congelacion, no se evidencia una dependencia del
didmetro de Feret con el drea de los cristales de hielo y la recuperacion de solutos para
crioconcentracion en bloque.

En la Figura 22 se muestran los resultados obtenidos con respecto a la circularidad
promedio que presentan los cristales de hielos para cada tratamiento en cada
distancia de los cortes realizados.
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Figura 22. Circularidad de los cristales de hielo obtenidos para cada tratamiento en los cortes
realizados en el bloque.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede observar que el tratamiento T1
presenta una mayor circularidad en cada uno de los cortes realizados, estos valores se
encuentran en el rango de 0.46 - 0.60, lo cual puede estar indicando, al igual que los
resultados obtenidos del area del cristal, una posible relacion con respecto a la
recuperacién de solutos, es decir, que si el cristal de hielo presenta una forma cercana
a la de una circunferencia, se podra recuperar una mayor concentracién de sélidos en
crioconcentracion en bloque. Esto puede ser debido a que esta geometria de los
cristales favorece la creacion de una estructura con menor tortuosidad, lo que
favoreceria la salida de la solucidon crioconcentrada de la matriz de hielo y en
consecuencia la recuperacion de solutos.

En la Figura 23 se muestran los resultados obtenidos con respecto a la relaciéon de
aspecto promedio obtenida en los cristales de hielos, para cada tratamiento, en cada
distancia de los cortes realizados.
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Figura 23. Relacién de aspecto de los cristales de hielo obtenidos para cada tratamiento en los cortes
realizados en el bloque.

Estos resultados muestran la dependencia con respecto a la circularidad, ya que a una
mayor circularidad habrd una menor relacion de aspecto, obteniendo para el
tratamiento T1 (T¢=-5°C y t=12 h) los valores mas bajos en cada uno de los cortes
realizados, presentado valores entre 1.96 - 3.45 y para el tratamiento T4 (Tc=-10°C y
t=0 h) la mayor relacion de aspecto en cada corte, estos valores se encuentran en el
rango de 4.13 - 5.42.

De acuerdo a los descriptores dimensionales y de forma obtenidos, se evidencia que a
medida que avanza el frente de congelacién en el bloque de hielo, el tamafio del cristal
de hielo aumenta en los tratamientos con respecto al area y dimetro de Feret, aunque
no se evidencia una dependencia del didmetro de Feret con el drea de los cristales de
hielo.

Adicionalmente, se evidencia que la aplicacion de temperaturas de calentamiento y
tiempos de recocido o annealing, afectan a la morfologia del cristal de hielo obtenido,
ya que se presenta un aumento en la circularidad y por tanto la disminucién en la
relacién de aspecto.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la evaluacién de la recuperacién de
solutos y los resultados en la evaluacién de la estructura cristalina formada en el
blogue de hielo, se evidencia que al someter una solucidon acuosa de café a los ciclos
de enfriamiento-calentamiento en crioconcentracion en bloque, se podra modificar la
estructura de los cristales de hielo formados, aumentando en su darea y circularidad,
obteniendo, de esta manera, una mayor recuperacién del soluto.
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Teniendo en cuenta el comportamiento que presentd la estructura cristalina en los
cortes transversales y longitudinales realizados al bloque, para los tratamientos
evaluados en crioconcentracién en bloque. Se construyo un modelo en base a los
descriptores dimensionales y de forma, calculados para el didmetro de Feret y Relacién
de aspecto, planteando que el cristal de hielo crece de la forma como se muestra en la
Figura 24.

Figura 24. Representacion de la posible conformacion del cristal de hielo obtenido en el
crioconcentrador en bloque.

El cristal de hielo, al crecer perpendicular al frente de congelacidn, presentara un
crecimiento de menor tamano al estar mas cerca del frente de congelacién, el cual ira
creciendo a medida que se dé la transferencia de calor del radio interno hacia el
externo del crioconcentrador. De igual forma, a medida que el frente de congelacién
avance se presentard el crecimiento contindo del cristal de hielo, al estar
perpendicular a la transferencia de calor.

En la Figura 25 se observa la representacién de los cristales de hielo para los
tratamientos T1 (Tc=-5°C y t=12 h) y T4 (T¢=-10°C y t=0 h), obtenidos al realizar un
corte transversal a 3.6 mm del bloque, calculado a partir del didmetro de Feret y la
relacion de aspecto promedio de los cristales. Estos muestran el cambio en la
morfometria ocurridos al someter la estructura cristalina a sus respectivas
temperaturas de calentamiento y tiempos de recocido o annealing.
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Figura 25. Representacion del cristal de hielo para un corte transversal de los tratamientos T1 y T4.

De acuerdo a los cambios ocurridos en la estructura cristalina, se puede observar que
la morfologia de los cristales de hielo cambia en su tamafo y circularidad al ser
sometida a Tc=-5°C y t=12 h, el cual, a su vez, presentd un aumento del 17% en la
recuperacién de solutos. Esto puede ser debido al aumento del tamafio y la
circularidad de los cristales, facilitando la elucion de solutos desde los cristales y
formando, posiblemente, caminos menos tortuosos (Figura 25), que permiten que el
liquido concentrado en la fase de separacion, tenga una mayor concentracion.

7.4.3 EFECTO DEL TIEMPO SOBRE LOS CAMBIOS EN LA ESTRUCTURA DEL HIELO
FORMADO EN EL BLOQUE

Teniendo en cuenta que el tratamiento T1, muestra los valores mas representativos en
los descriptores de dimensién y de forma, ademas de presentar una mejor eficiencia
en la recuperacién en crioconcentracion al aplicar los ciclos de enfriamiento-
calentamiento. Fue evaluado cada cambio realizado en el tratamiento T1 a 6.00 mm de
distancia en el bloque de hielo obtenido en el crioconcentracién, observando los
cambios ocurridos durante el tiempo del proceso, como lo muestra en la Figura 26.
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Figura 26. Perfil de temperatura y puntos evaluados en el tratamiento T1 a 6.00mm de distancia en el
bloque de hielo en crioconcentraciéon a 10X.

De la Figura 26, se observa que en el punto P1 se forman pequefios cristales de hielo
de forma alargada e irregular, lo cual puede deberse a la velocidad en la que se dio la
congelacion de la solucién (Orrego Alzate, 2008). En el punto P2 se presenta el primer
cambio en la morfologia del cristal al aumentar la temperatura en el bloque hasta -5°C,
observandose un cambio en la forma y el tamafio del cristal; esto puede ser debido a
que el aumento en la temperatura permitié que los cristales de hielo tuvieran una
mayor movilidad para cambiar su distribucién (H.D. Goff, Caldwell, Stanley, & Maurice,
1993). En el punto P3 se puede observar el cambio ocurrido al aplicar el recocido o
annealing de 12 h a -5°C, donde se observa la posible reorganizacién de los cristales,
cambiando su forma y tamano; esto puede estarse presentando debido a la
maduracion de Ostwald, la cual permite que durante el tiempo de recocido o
annealing, se lleven a cabo fendmenos de transferencia de masa, por medio de la
fusion de los de los pequeiios cristales de hielo inicialmente formados, hacia los mas
grandes, permitiendo el aumento del tamafio de los cristales de hielo y la disminucion
en su cantidad (Guillermo Petzold & Aguilera, 2009). En el punto P4 se muestra la
estructura final de los cristales al bajar la temperatura hasta -20°C después del
recocido o annealing, presentandose un mayor tamafio y una posible reorganizacién
de los cristales en comparacién al primer punto (Hottot et al., 2007).

Los descriptores dimensionales y de forma obtenidos para cada punto evaluado en el
tratamiento T1 a 6.00 mm de distancia en el bloque de hielo obtenido en el
crioconcentracion, se muestran en la Figura 27.
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Figura 27. Descriptores dimensionales y de forma de los cristales obtenidos en los puntos del
tratamiento T1 a 6.00mm de distancia.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede evidenciar que en el tiempo del

tratamiento T1, se presentan cambios en la morfometria del cristal de hielo obtenido.

El tamafio del cristal muestra un mayor valor de area en el punto P3, con valor de
0.062 mm? y didmetro de Feret de 0.506 mm, esto puede estarse presentando debido
a que el area puede afectarse por el descenso de la temperatura al finalizar los ciclos

de enfriamiento-calentamiento.

Los descriptores de forma muestran un aumento en la circularidad y por tanto una

disminucion en la relacidn de aspecto a medida en que se avanza en el perfil de

temperatura presentando los valores de la Tabla 7.

Tabla 7. Descriptores dimensionales y de forma obtenidos para cada punto evaluado en el
tratamiento T1 a 6.00 mm

P1 P2 P3 P4
Area (mm?) 0.038 | 0.042 | 0.062 | 0.046
Diametro de Feret (mm) | 0.521 | 0.479 | 0.506 | 0.381
Circularidad 0.328 | 0.408 | 0.490 | 0.582
Relacidn de Aspecto 5.738 | 4.447 | 3.238 | 2.238
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8 CONCLUSIONES

Los efectos del la variable tiempo de maduracion (t) y la combinacién de la misma con
la temperatura de calentamiento (t*Tc), que también puede ser llamado recocido o
annealing, presentan un efecto significativo sobre el drea bajo la curva de
recuperacién de solutos para los intervalos estudiados en crioconcentracidn en bloque
de soluciones acuosas de café, por lo tanto, al aumentar la temperatura y los tiempos
en los cuales es sometida la muestra al recocido o annealing, se podrd aumentar la
recuperacién de solutos en crioconcentracion.

La eficiencia en la recuperacién de solutos, de soluciones de café, aumenta
significativamente al ser sometida a una temperatura de calentamiento de -5°C y
tiempo de recocido o annealing de 12 h.

La aplicacion de temperaturas de calentamiento y tiempos de recocido o annealing,
durante la crioconcentracidn en bloque de soluciones de café afectan la morfologia del
cristal. En general, se aumenta el tamafio y la circularidad de los cristales de hielo y se
disminuye la relacién de aspecto de los mismos, lo que disminuye la tortuosidad del
recorrido que tiene que hacer la fraccién concentrada a través de los canales de la
matriz porosa de hielo en la fase de separacidn; esto se traduce en una mayor
recuperacion de solutos de hasta un 17% mas de recuperacion.

La aplicacién de los ciclos de enfriamiento-calentamiento modifica la morfologia de la
estructura cristalina inicialmente formada en el bloque de hielo, los cuales aumentan
su tamano y su circularidad en cada punto del ciclo. La reorganizacién de los cristales
sugiere una descongelacion parcial de los cristales pequefios, que permite el
crecimiento de cristales mas grandes.

A medida que avanza el frente de congelacién en el bloque de hielo, el tamario del
cristal de hielo aumenta, lo que se refleja en un aumento del area y del didmetro de
Feret; sin embargo, no se evidencia una dependencia del diametro de Feret con el area
de los cristales de hielo.

El andlisis de imagenes es una herramienta util para la evaluacion, cuantificacion y
analisis de los cambios morfométricos y estructurales de los cristales de hielo
formados en crioconcentracién en bloque.

El recocido o annealing puede ser una estrategia util para aumentar la eficiencia de la
concentracion de solutos en crioconcentracion en bloque.
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9 RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta el alcance de la presente investigacion y de acuerdo a los
resultados obtenidos, se sugiere para investigaciones futuras:

Estudiar el comportamiento de los ciclos de enfriamiento-calentamiento en
crioconcentracién en bloque a diferentes concentraciones iniciales de café.

Estudiar la congelacién en direccidn paralela a la transferencia de calor.

Modelar matematicamente el tamafo de los cristales en funcién de las condiciones de
temperatura y recocido o annealing.

Estudiar el perfil de concentracion en el bloque de hielo formado en el
crioconcentrador.
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ANEXO 1

EVALUACION ESTADISTICA DE LOS DATOS OBTENIDOS EN LA RECUPERACION DE
SOLUTOS EN SAS

1. CALCULO DEL AREA BAJO LA CURVA

CODIGO SAS:

DM'LOG; CLEAR';
DM 'OUT;CLEAR';

DATA CAFE; INPUT f Y;

LABEL f='f'
Y= 'Y',’

DATALINES;
0.0 0.00
0.1 0.112
0.2 0.223
0.3 0.340
0.4 0.454
0.5 0.562
0.6 0.677
0.7 0.772
0.8 0.857
0.9 0.923
1.0 0.966
RUN;

QUIT;

proc expand data=CAFE out=three method=spline ;
convert y=total/observed=(beginning,total) transformout=(sum);
id £;
run;

proc sort data=three;
by descending total;
run;

proc print data=three (obs=1) noobs label;
title 'Approximate Integral Using Spline method';
var total;
label total="Spline Area'";
run;

proc expand data=CAFE out=three method=join;
convert y=total/observed=(beginning,total) transformout=(sum);
id £;
run;

proc sort data=three;
by descending total;
run;

proc print data=three (obs=1) noobs label;
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title 'Approximate Integral Using Trapezoid Rule';
var total;

label total="Trapezoid Area";

run;

RESULTADO QUE ARROJA EL PROGRMA

S )] . — ——————. . ———— =T

[ Archivo Edicion Ver Herramientas Soluciones Ventana Ayuda [=]=]
v -DERaRlisBRo DB O0S
Resultados ] Approximate Integral Using Spline method T
00:00 Wednesday, October 1, 2008
&P Resultados
(@ Print: Approximate Integral Using Sp, Spline L
) Print: Approximate Integral Using Tr
0.63879
]
‘ »
g — ] 3
& Readtodes [l Eplorter ] ‘ o-qmr(sa.m-lu) [) Log - (Sin titulo) | [ area under curve ensayol]

2. ANALISIS DE REGRESION POR SUPERFICIE DE RESPUESTA

CODIGO SAS

DM'LOG; CLEAR';
DM'OUT; CLEAR';
DATA CRIO; INPUT TA t A;

DATALINES;

=5 12 0.68943
=5 12 0.69301
=15 12 0.67435
=95 0 0.63015
=9 0 0.63159
=5 0 0.64421
-10 12 0.64732
-10 12 0.65925
-10 12 0.64266
-10 0 0.64506
-10 0 0.63695
-10 0 0.63879
RUN;

QUIT;

PROC RSREG DATA=CRIO;
MODEL A = TA t;

RUN;

QUIT;
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RESULTADOS OBTENIDOS

Pardmetro

Intercept
TA

t

TA*TA
t*TA

t*t

Regresidn

Lineal
Cuadréatico

Producto cruzado
Modelo total

DF

O O

Approximate Integral Using Trapezoid Rule
Procedimiento RSREG

Codificar coeficientes para las variables independientes

Factor Sustraido de Dividido por
TA -7.500000 2.500000
t 6.000000 6.000000

Superficie de respuesta para la variable A

Media de respuesta 0.652731
Raiz MSE 0.007893
R-cuadrado 0.9031
Coeficiente de variacidn 1.2092

Suma de cuadrados

DF tipo I R-cuadrado F-Valor
2 0.003394 0.6602 27.24
0 0 0.0000 .
1 0.001249 0.2429 20.04
3 0.004643 0.9031 24.84
Suma de Cuadrado de
Residual DF cuadrados la media
Error total 8 0.000498 0.000062299

Estimador del pardmetro de Error los datos

Estimador estandar Valor t Pr > |t] cod
0.630367 0.010190 61.86 <.0001
-0.000990 0.001289 -0.77 0.4645
0.007590 0.001201 6.32 0.0002
0 . . .
0.000680 0.000152 4.48 0.0021
0

Procedimiento RSREG

Suma de Cuadrado de
Factor DF cuadrados la media F-Valor P
TA 2 0.001965 0.000982 15.77 0
t 2 0.003927 0.001963 31.52 0
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Pr > F
0.0003

0.0021
0.0002

ificados

0.652731
0.007726
0.014939
0
0.010201
0

r > F

.0017
.0002



Procedimiento RSREG
Andlisis candénico de superficie de respuesta basado en datos codificados

Valor critico

Factor Codificado Descodificado
TA -1.464505 -11.161261
t -0.757373 1.455763

Valor predicho en un punto fijo 0.641416

Vectores propios

Autovalores TA t
0.005100 0.707107 0.707107
-0.005100 0.707107 -0.707107

Stationary point is a saddle point.
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ANEXO 2

ANALISIS DE RESULTADOS PARA TRATAMIENTOS TERMICOS A NIVEL MICROSCOPIO

1. ANALISIS PARA DFT

ANALISIS DE VARIANZA PARA DFT

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los .
. . F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad cuadrados
Entre grupos 0,3157428 2 0,1578714 196,950548 1,28722E-15
Dentro de los 0,01923789 24 0,00080158
grupos
Total 0,3349807 26
ANALISIS DE VARIANZA PARA DFT ENTRE T1 Y T2
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los L Valor critico
. . F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 0,18305284 1 0,18305284 225,64634 7,47819E-11 4,49399842
Dentro de los 0,0129798 16 0,00081124
grupos
Total 0,19603264 17

2. ANALISIS DE LOS PUNTOS EVALUADOS EN LOS TRATAMIENTOS

ANALISIS DE VARIANZA PARA T1

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los . Valor critico
- . F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 0,00552794 2 0,00276397 2,29440592 0,122512845 3,40282611
Dentro de os 0,02891174 24 0,00120466
grupos
Total 0,03443968 26
ANALISIS DE VARIANZA PARA T2
Or/gffn .de las Suma de Gr‘ados de Promedio de los 5 Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 0,35758121 2 0,17879061 228,022608 2,43865E-16 3,40282611
Dentro de los 0,0188182 24 0,00078409
grupos
Total 0,37639941 26
ANALISIS DE VARIANZA PARA T3
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los F Probabilidad Valor critico
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variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 0,98279624 4 0,24569906 66,254069 4,15928E-17 2,60597495
Dentro de os 0,14833749 40 0,00370844

grupos
Total 1,13113373 44
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ANEXO 3

PARTICIPACION EN EVENTOS

1. Xll Congreso Interamericano de Microscopia, CIACEM 2013.
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ANALISIS DEL CRECIMIENTO DE CRISTALES DE HIELO EN SOLUCIONES DE CAFE EN
UN CRIOCONCENTRADOR EN BLOQUE CILINDRICO
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INTRODUCCION
Ve N\

La crioconcentracion en bloque es una nueva técnica de separacion a bajas temperaturas, que permite obtener cristales de hielo y una solucién
concentrada; teniendo como objetivo lograr la separacién del agua lo mas pura posible. En crioconcentracion el proceso de congelacion presenta
fenémenos de cristalizacion, donde una velocidad alta de transferencia de calor (TC) produce cristales de hielo desordenados y con mayor oclusion de
solutos.

o dad

Un beneficio de esta técnica es la conservacion de las p funcionales y I de las soll y su principal inc i la pérdida
de solutos en los cristales de hielo formados. Con el fin de aportar al di del compor i de la estructura del hielo durante la
crioconcentracion de soluciones de café, el objeto de la investigacion fue analizar la estructura de los cristales de hielo dos en un crioconc d
en bloque.
& ed J
i B
Blogue de hielo de café \\
—\l v
& Captura de imégenes cada 1,2mm:
Concentracién inicial: Solucion de café al 15% °/, C:;:esééoum de es::esor en d:’ec‘-'h':“ de TC ca’“;";r‘;z ':g;;’la_dé" Microscopio Nikon Eclipse Ti
Direccin de TC: Radial < ‘;’"‘“ £on e W‘::(Lf ‘;;c 1850). . T e Campo claroy Objetivo 10X
\ Temperatura congelacién: -20°C [emperatura trabajo: - [emperatura trabajo: - Procesamiento: Software ImageJ
" # Didmetro de Feret (mm) = Area (mm?) = Circularidad # Relacién de Aspecto \
006 — 05 a0 1
¥ =0.0566in{x) +0.4711 = 0.005162745¢ on | v=00279%:01321 y=-0.1539%+3.5396
04 R~ 0.9607 | 008 R =0.9639 04 Y = 0.9351 a8 R =0.9236 |
= 30
% 004 03 | 25
04 03 | 8
003 20
03 02 |
& 002 02 15
¥ 10
01
01 o001 . 01 05
00 0.00 00 00
06 27 48 69 9 111 132 153 06 27 48 69 9 111 132 153 06 27 48 69 9 111 132 153 06 27 48 69 9 111 132 153
Figura 1. decad de | di hiel 10% Figura2. i decadaunode k de cri i 10X

[ Dicecconc 3

Radio Medio
a7, .

al0Xen café

A medida que avanza el frente de congelacion (Figura 3), el tamafio de los cristales aumenté (Figura 1), al igual que su circularidad y redondez,
disminuyendo la relacién de aspecto (Figura 2), esto puede ser debido a que la velocidad de TC es mayor en el radio interno, generando cristales de hielo
mas i di denados, de un area p dio inicial de 0,00823 mm?, diametro de Feret de 0.473, circularidad de 0.191, redondez de 0.343 y
relacion de aspecto de 3,478. Los cristales que crecieron en el radio externo, presentan un mayor tamafio y un cambio en su ordenacién, de un area
promedio final de 0.0498 mm?, didmetro de Feret de 0.6 mm, circularidad de 0.378, redondez de 0.484 y relacién de aspecto de 2,309, debido a que la
TCes menor.

Cabe resaltar que se encontraron posibles relaciones logaritmicas, exponenciales y de primer orden entre la distancia de observacién del corte de hielo y
Q)s diferentes parametros morfométrico: luados con R? (eres cuadrados) may a0.9.

CONCLUSION

Durante la crioconcentracién en bloque de soluciones de café, en un crioconcentrador cilindrico se presentan diferentes estructuras y tamafios de los
| cristales de hielo debido a la diferenciade la TC a través del recipiente, lo que puede tener un efecto en la oclusién de solutos.

‘Aguilera, . M. (2003), P ionol, 9,137-143.
Aider, M., & Hallewx, D.De. (2009). i <P tons. LWT- Technology, 42(3), 679-685.
i itionsi i i inclusions within i i 39901.2),43-55.
ing, (February), 1-7
L., Raven Herndndez, E., & Ruiz, V. i : i 120,158-166..
Pardo, .M., Suess, F., & Niranjan, K. (2002), [ CRYSTAL SIZE FOR COFFEE EXTRACTS, 80{September).

R00s,Y.H. {1995). Water itions. In Phase 73-107). San Diego.
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INTRODUCCION

rla congelacion consiste en la cristalizacion y crecimiento de hielo a partir de un liquido subenfriado. Los cristales de hielo formados durante la congelacion pueden variar\
su forma y tamafio dependiendo de diferentes variables como la velocidad de congelacion, el nivel de subenfriamiento inicial de la solucion, la naturaleza de la solucién, la
concentracion de los solutos, principalmente.

El recocido es el proceso de mantener (o exponer) un cristal de hielo de una solucion, a una temperatura por debajo del punto de fusién durante un periodo de tiempo.
Este tratamiento es realizado después de la etapa de congelacion, calentando la muestra por encima de la temperatura de transicion vitrea, esto le confiere a la muestra
una cierta homogeneizacion de los cristales de hielo, permitiendo la reorganizacion de la estructura cristalina formada inicialmente en el sistema.

Este tipo de cambio estructurales se han evaluado con diversas herramientas, en el caso de los alimentos, el analisis de imagenes permite cuantificar parametros
\morfométricos de diferentes sistemas con el objetivo de caracterizarlos y evidenciar diferencias entre ellos. P,

METODOLOGIA
. 4

Temperatura
enfriamiento (°C)
Temperatura
calentamiento (°C)

Tiempo recocido

Temperatura . 5
” 2 - A o Captura de imdgenes: 1. Dimension Fractal de Textura (DFT)
21 pl de solucion Camlz:::.éecr:g;gezr]aiuon Sl L Microscopio Nikon Eclipse Ti 2.Descriptores de forma (Area, Didmetro de Feret,
de café liofilizado Temperatura trabajo: -20°C Disefio Experimental Campo claro y Objetivo 10X, 20 ms Circularidad , Relacion de Aspecto)
N = 1280x960 pixeles Procesamiento: Software Image) 2,

RESULTADOS
7 N

I I I
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R Ex 2000
| |
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- — = = | s00 41952 |
I
\ I 0
\ | T n ie]
E i 2 wArea (mm?) mDidmetro de Feret (mm)
i P2
b= 09 1,7
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08 o 1,65
i . 07 | . i
e = | o = mm e
— 05 | — = =
il 04 | i 1,49 151
| ! o - x|
- g 03 145
O 02
| 2%/ | | o1 14
Bl X = 0 135
" T2 RE] T T2
A | ® Circularidad ® Relacion de Aspecto
2w 2|
il e i Figura 2. Descriptores de forma de los cristales obtenidos en los tres tratamientos en P4 a 10X
Figura 1. Perfiles de temperatura de los tratamientos e imdgenes obtenidas en fos puntos evaluados a 10X

Para el primer tratamiento no existe una diferencia significativa (®=0,05) en la textura de las imagenes a pesar de exponer la muestra a un recocido a la misma
temperatura de enfriamiento evaluada. Sin embargo, el segundo y tercer tratamiento, se presento una diferencia significativa (¢.=0,05) en la DFT al aplicar los ciclos de
enfriamiento-calentamiento y recocido a una temperatura mayor que la de congelacion.

La DFT obtenida al final de los tratamientos evaluados (P4), con valores de 2.1438 + 0.0376 para T1, 2.1438 + 0.0145 para T2 y 2.3933 + 0.0180 para T3 presentaron
diferencia significativa (=0,05) entre los datos.

De acuerdo a los parametros evaluados se pudo evidenciar que la temperatura de calentamiento y el recocido afectan al tamafio del cristal (area y diametro de feret),

presentandose un aumento dentro de los tratamientos ademas de la disminucion en su circularidad y por tanto el aumento en su relacion de aspecto,
\presentando los valores de la tabla 2. Y,

CONCLUSION

La combinacion de la temperatura de calentamiento y recocido afectan significativamente la DFT, evidenciandose un incremento en el tamafio del cristal obtenido y un
cambio en la morfologia del cristal aumentando su relacién de aspecto y disminuyendo la redondez.
_El analisis de imagenes es una herramienta (til para la evaluacion, cuantificacion y andlisis de los cambios morfométricos y estructurales de los cristales de hielo.
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