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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue obtener un jugo clarificado
concentrado de mortiio que conserve las caracteristicas organolépticas y
nutricionales de la fruta fresca mediante los procesos de microfiltracion tangencial

(MFT) y 6smosis inversa (Ol).

Se evalué en primer lugar el efecto del tratamiento enzimatico sobre el
rendimiento de pulpa en el proceso de despulpado. Se escogié el coctel
enzimatico Klerzyme 150° y se aplico antes del despulpado a 3 niveles de
cantidad de coctel enzimatico 0 — 0,5 y 1,0 mL/kg de pulpa. La temperatura de

operacion fue de 30 °C durante 1 hora.

El mayor rendimiento de pulpa se logré al aplicar la mayor cantidad de coctel
enzimatico (1,0 mL/kg de pulpa). La pulpa obtenida presentdé mayor contenido de

antocianinas.

Para evaluar el efecto de la PTM en el proceso de MFT, se realizaron ensayos de
MFT con la PTM de 2 y 4 bar para pulpas hidrolizadas con tratamiento enzimatico
“antes de” y “después de” el despulpado. La PTM para obtener un mayor
rendimiento de permeado se determin6 mediante un analisis de varianza simple
de una via. La variable de respuesta utilizada fue la masa de permeado (Mp)
obtenido al tiempo que cada ensayo alcanzé el factor de retenciéon (FR) de 1,5y

2,0. En todos los ensayos de MFT se mantuvo la temperatura constante de 25 °C.

La PTM de trabajo no mostré diferencias estadisticamente significativas entre las
Mp obtenidas en cada experimento de MFT realizado tanto para PTM de 2 bar

como para PTM de 4 bar.

Posteriormente se evalud el efecto del tratamiento enzimatico en el proceso de
MFT. Se utilizd un disefio factorial de dos variables a dos niveles 22, las variables
fueron: sitio de aplicacion “antes de” y “después de” el despulpado y la cantidad

de coctel enzimatico de 0,5y 1,0 mL/kg de pulpa.



Se determiné que la condicion que permite conservar el mayor contenido de
antocianinas en el jugo clarificado de mortifio es la cantidad de coctel enzimatico

de 1,0 mL/kg de pulpa aplicado antes del despulpado.

Finalmente se obtuvo el jugo clarificado concentrado de mortifio mediante Ol a
30 °C de temperatura y 60 bar de PTM. En el producto final el contenido de
polifenoles fue de 508,50 mg AG/100 mL y en la fruta fresca de 729,48 mg
AG/100 g; la capacidad antioxidante en el producto final fue de 732,68 mg
Trolox/100 g y en la fruta fresca de 1192,86 mg Trolox/100 g. Esto quiere decir
que se consiguié mantener mas del 60 % de capacidad antioxidante en el jugo

clarificado concentrado en relacién al mortifio fresco.

El tratamiento enzimatico en el despulpado, la MFT, y la concentracién por Ol se
presentaron como una alternativa eficaz en el area agroindustrial para la
obtencion de un jugo clarificado concentrado de mortifio, que mantenga las

caracteristicas nutricionales y funcionales de la fruta fresca.
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INTRODUCCION

En Ecuador, el mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) es un producto nativo de
los paramos de la sierra andina, no se conoce que existan cultivos comerciales.
La fruta crece en arbustos silvestres y es recolectada manualmente por las
personas de las comunidades indigenas. Entre octubre y diciembre de cada afo
se produce una cosecha extendida y en algunas zonas se ha obtenido una

segunda cosecha entre los meses de enero a marzo (Sanjinés et al., 2006).

La fruta se comercializa en mercados locales, es una fruta de facil uso pero en el
Ecuador se consume muy poco en fresco, normalmente es adquirida para

preparar la tradicional “colada morada” en el mes de noviembre.

Segun Vasco et al., (2009) el mortifio es rico en glucosidos de quercetina, acidos
hidroxicinamicos y antocianinas, tiene una alta actividad antioxidante que debe

ser aprovechada usandolo como ingrediente de bebidas y productos alimenticios.

Numerosas investigaciones epidemioldgicas han demostrado que el consumo de
vegetales y frutas ayudan en la prevencion del cancer y de las enfermedades
cardiovasculares; la ingesta diaria de alimentos ricos en antioxidantes naturales
se correlaciona con una reduccién del riesgo de padecer enfermedades
coronarias, esto justifica recomendar una dieta rica en una variedad de frutas,
vegetales, granos enteros, legumbres, aceites y nueces (Hertog et al., 1993;
Pokorny et al., 2001).

Los sistemas con membranas son ahora implementados con efectividad en
diversos sectores productivos, ya que el proceso de separacidon es atérmico y no
implica ningun cambio de fase o el uso de aditivos quimicos. La introducciéon de
esta tecnologia en el ciclo de transformacién industrial de los jugos de frutas
representa una de las respuestas tecnoldgicas al problema de la produccion de

jugos con alta calidad, sabor natural y sin aditivos (Cassano et al., 2004).

La microfiltracion tangencial es una tecnologia de membranas altamente



Xii

innovadora a nivel industrial, es una excelente alternativa frente a los métodos
convencionales de separacion gracias a su alta selectividad, su posibilidad de
operacion continua y automatizada, y sus costos de procesamiento relativamente
bajos. Una de sus aplicaciones mas importantes es la clarificacion de jugos de

frutas, vino y cerveza (Mendoza, 2010).

El proceso de ésmosis inversa permite retener moléculas de bajo peso molecular,
tales como las sales. Entre sus aplicaciones mas importantes en la industria de
bebidas tenemos: la concentracién de jugo de frutas; la estabilizacion del vino y
eliminacion de sus tartratos; la obtencidon de aromas y sabores de zumos de

frutas; y la reduccion del contenido de alcohol en cerveza (Moliner, 2009).

En el presente trabajo se desarroll6 el proceso para la obtencidbn de jugo
clarificado concentrado mediante el uso de microfiltracion tangencial y 6smosis
inversa. También muestra los resultados del estudio del efecto del tratamiento
enzimatico en el proceso de despulpado, asi como el estudio del efecto de la

presion y el tratamiento enzimatico en el proceso de microfiltracién tangencial.
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1  REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 EL MORTINO (Vaccinium floribundum Kunth)

Figura 1.1 Mortifio (Vaccinium floribundum Kunth), recinto Morochos, Reserva Ecologica
Cotacachi — Cayapas, Imbabura, Ecuador

El mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) es un producto nativo de los paramos
ecuatorianos, crece en las partes altas de la cordillera de los Andes desde los
paramos del Angel en el Carchi hasta el Tambo en Cafiar, existe Unicamente en
pequefas parcelitas y extensiones de montafa donde la fruta crece en arbustos
silvestres; para la cosecha se realiza la recoleccibn manual por la gente de las
comunidades indigenas que habitan en esos lugares (Sanjinés et al., 2006; Pérez
y Valdivieso, 2007).

La planta de mortifio es muy abundante en la Sierra Andina, especialmente en los
paises del norte: Colombia, Bolivia y Venezuela. Se encuentra en las elevaciones
entre 1 400 y 4 350 msnm, en paramos y bosques humedos montafiosos. Es

diferente del blueberry (nativo de Norte América) que se comercializa en el



mercado internacional, el mortifio que se produce en Ecuador esta siendo

promocionado bajo el nombre de “Andean blueberry” (Sanjinés et al., 2006).

No existen datos bibliograficos acerca de su origen, se tiene informacidén sobre un
fruto similar que pertenece al mismo género, el arandano (Vaccinium
macrocarpon), una especie de frutos rojos nativos de Norteamérica. Esta fruta fue
considerada como un ingrediente basico en la alimentacién y medicina para las
tribus americanas nativas del noreste. Algunas partes de esta planta fueron
usadas como medicina y el jugo se usé para tratar la tos. Posteriormente los
arandanos secos fueron afadidos a los guisos, sopas y carnes (Cano y Barta,
2008).

1.1.1 IDENTIFICACION TAXONOMICA

El nombre cientifico del mortifio es Vaccinium floribundum Kunth y su clasificacion

taxonomica es la siguiente (Pérez y Valdivieso, 2007):

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Orden: Ericales
Familia: Ericaceae
Género: Vaccinium
Especie: Floribundum

1.1.2 DESCRIPCION BOTANICA

La planta de mortifio es un arbusto delgado y pequefio, que crece desde 0,5 m
hasta 1,0 m de altura con hojas pequefias, lanceoladas y margenes finamente
aserrados. Las inflorescencias son racimos que salen de las axilas de tallos y

hojas, con 6 - 10 flores pequefias de caliz articulado, corola con forma de olla de



color blanco, rosa o rojo. El fruto es una baya esférica de 5 — 8 mm de diametro
de color entre azul y azul oscuro, la pulpa es verde y las antocianinas se

encuentran localizadas en la cascara (Sanjinés et al., 2006).

Las flores rosadas y el follaje verde oscuro le dan un aspecto atractivo a la planta.
La baya se encuentra cubierta de un vello blanquecino similar al de las uvas.
Cada fruto tiene caracteristicas diferentes; hay algunos agradables y jugosos, y
otros son apenas comestibles. Los frutos contienen semillas muy pequenas y
numerosas que no se pueden observar a simple vista (National Research Council
Staff, 1989).

1.1.3 REQUERIMIENTOS AGROCLIMATICOS

De acuerdo a la informacion recopilada mediante visitas técnicas a los paramos
donde crece el mortifio de forma silvestre, asi como en publicaciones cientificas,
se resumen los siguientes parametros técnicos (Sanjinés et al., 2006; Cano y
Barta, 2008):

Altitud: 1400 — 4 350 msnm

Clima: Frio — templado

Temperatura: 7-14°C

Humedad: 60 — 80 %

Suelo: Arenoso, humifero, suelto, rico en materia organica
pH: 4,0-5,0

Tiempo de vida: Perenne

Pluviosidad: 800 — 2 000 mm



1.1.4 COMPOSICION QUIMICA

En la Tabla 1.1 se presenta el analisis proximal, la concentracion de azucares,
acidos organicos, minerales, el contenido de compuestos fendlicos solubles

totales y la capacidad antioxidante del mortifio de Ecuador.

1.1.5 USOS

En Ecuador el mortifio es comercializado en mercados dentro de las poblaciones
mas cercanas a las comunidades indigenas que lo recolectan y a menudo
también se vende en las ciudades. Es una fruta de facil uso, pues no es necesario
ni pelarla ni cortarla. Se consume en fresco, como complemento en ensaladas de
frutas, vegetales y mezclados con cereales y yogurt. Por su sabor fuerte y
agradable se la utiliza en la preparacion de salsas, acompafiamientos para
diversos platos de carnes y preparaciones tipo gourmet, ademas de rellenos para
reposteria, salsas para pancakes, waffles y pasteleria variada (Sanjinés et al.,
2006).

Es muy conocido en Ecuador su uso en fresco como un ingrediente principal de
un plato tradicional que se conoce con el nombre de “colada morada”. Esta bebida
contiene azucar y otras frutas cortadas y se consume durante la época del Dia de

los difuntos en el mes de noviembre.

1.1.6 UBICACION GEOGRAFICA EN EL ECUADOR

El mortino se encuentra en la Region Sierra en las provincias de Carchi,
Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua, Bolivar, Chimborazo, Canar, Azuay y
Loja (Pérez y Valdivieso, 2007).



Tabla 1.1 Analisis proximal, azucares, acidos organicos, minerales, contenido total de

fendlicos y capacidad antioxidante en mortifio de Ecuador

Componente Cantidad
Analisis proximal
Humedad (g/100 g) 81,0 £2,00
Grasa (g/100 g) 1,0 £0,04
Proteina (g/100 g) 0,7+ 0,02
Ceniza (g/100 g) 0,4+0,03
Carbohidratos totales (g/100 g) 16,9 £ 0,10
Fibra dietética total (g/100 g) 7,6 £2,20
Fibra dietética soluble (g/100 g) 1,2+1,00
Fibra dietética Insoluble (g/100 g) 6,5 + 2,50
Azucares solubles
Fructosa (g/100 g) 44+04
Glucosa (g/100 g) 2,6+0,3
Valor calorico (Kcal/100 g PF) 84+ 0,4
Acidos organicos
Acido citrico (mg/100 g) 3142+ 614
Acido mélico (mg/100 g) 1823 £274
Minerales
Fe (mg/100 g) 0,64 + 0,20
K (mg/100 g) 607 + 73,00
Ca (mg/100 g) 17,0 £ 2,30
Mg (mg/100 g) 10,2+ 1,10
Cu (mg/100 g) 0,12 +0,02
Zn (mg/100 g) 0,13 +0,02
Componentes antioxidantes
Acido ascorbico (mg/100 g) 9,0£2,0
B-caroteno (ng/100 g) 36,0+£6.,0
Contenido fendlico soluble total (mg AG/100 g) 882 +38
Capacidad antioxidante TEAC (mg Trolox/100 g) 1203 +£94

Vasco et al., 2009; todos los resultados estan valorados por 100 g de fruta fresca




En la provincia de Imbabura se produce en zonas ubicadas en los paramos del
canton Cotacachi en la Reserva Ecolégica Cotacachi — Cayapas. La fruta es

recolectada en los recintos San Nicolas, Guanani y Morochos (Ruales, 2011).

En el recinto El Pedregal que pertenece a la provincia de Pichincha en el cantén
Mejia a 20 km de la ciudad de Machachi la fruta es recolectada por los habitantes

de la comunidad y se comercializa en el mercado de la ciudad (Ruales, 2011).

En la provincia de Bolivar se produce en paramos aproximadamente a 3 510 m de

altura, en la zona de Quindemuncho y Pambabuela (Ruales, 2011).

Los requerimientos agroclimaticos de la planta producen una sola cosecha
extendida entre octubre y diciembre de cada afio, aunque en algunas zonas se ha
obtenido una segunda cosecha en los meses de enero hasta marzo. En los
meses de julio y agosto también se produce pero en pocas cantidades (Sanjinés
et al., 2006).

1.2 COMPUESTOS CON CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

1.2.1 COMPUESTOS BIOACTIVOS

Los compuestos bioactivos son constituyentes adicionales que comunmente
existen en pequefas cantidades en los alimentos de origen vegetal, en algunos
de origen proteico y en alimentos ricos en lipidos; un componente puede ser
denominado con el término “bioactivo” cuando aporta con una funcién especifica
al cuerpo humano que resulta en la promocién de una mejor salud (Mufioz et al.,
2010).

Varios estudios epidemiolégicos han mostrado que una dieta rica en frutas y
vegetales ayuda a reducir el riesgo de contraer enfermedades cardiovasculares y

el cancer, también actua de manera positiva contra otras dolencias como la



artritis, los problemas pulmonares, las cataratas e incluso contra la enfermedad de

Parkinson o el de Alzheimer (Szajdek y Borowska, 2008).

Los compuestos bioactivos varian ampliamente en su funcién y estructura quimica
(Espin y Tomas, 2010). Una lista parcial incluye los polifenoles, fitoesteroles,
carotenoides, flavonoides, tocoferoles, tocotrienoles, taninos, fibra soluble e

insoluble y fruto-oligosacaridos (acidos grasos) (Galina et al., 2006).

Los compuestos fendlicos, incluyendo los flavonoides, estan presentes en algunas
plantas y han sido estudiados extensamente en cereales, legumbres, nueces,
aceite de oliva, vegetales, frutas, té, y vino tinto (Mufioz et al., 2010). Estos
compuestos proporcionan algunas propiedades biolégicas que son beneficiosas
para la salud, entre estas la actividad antioxidante ha sido la que ha recibido un
mayor interés (Espin y Tomas, 2010; Galina et al., 2006). Es mas frecuente
encontrar mezclas de estos compuestos dentro del alimento, raramente son

encontrados de forma individual (Meenakshi, 2007).

1.2.2 ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes son compuestos organicos especificos que actuan en la
prevencion de las reacciones quimicas con oxigeno u Oxido nitrico que son
rapidas y nocivas produciendo un dafo oxidativo en las células, es reacciones son

conocidas como las reacciones de oxidacion (Szajdek y Borowska, 2008).

Segun Pokorny et al., (2001) existen varios métodos de proteccion contra la
oxidacion de las biomoléculas, uno de ellos es el uso de compuestos especificos
que inhiben esta reaccién. La denominacioén correcta de estas sustancias es
inhibidores de la oxidacién, pero en la actualidad son mas conocidos como

antioxidantes.

En el cuerpo, las reacciones de oxidacion generalmente involucran moléculas



altamente reactivas llamadas radicales libres que residen principalmente en la

mitocondria de las células (Bratati y Archana, 2010).

Los radicales libres son especies que contienen electrones no apareados a su
alrededor, los electrones alrededor de los antioxidantes reaccionan con estos
electrones antes de que puedan reaccionar con otras moléculas, haciendo que
estas especies se vuelvan mucho menos reactivas, proporcionando asi la
proteccion contra las reacciones de oxidacion (Avello y Suwalsky, 2006; Bratati y
Archana, 2010).

Existen diferentes compuestos con capacidad antioxidante agrupados de acuerdo
a su naturaleza y estructura quimica, dentro de cada grupo hay subcategorias de
sustancias que actuan como antioxidantes a través de diferentes mecanismos
(Pokorny et al., 2001).

Los radicales de oxigeno que se generan en muchos procesos redox pueden
inducir un dano oxidativo en las biomoléculas, lo que provoca que se acelere el
envejecimiento, la arterioesclerosis, el cancer; enfermedades cardiovasculares,

enfermedades neurodegenerativas y pulmonares (Espin y Tomas, 2010).

La capacidad antioxidante de una sustancia depende de varios factores tales
como: su composicion lipidica, su concentracion, la temperatura, la presion de
oxigeno y la presencia de otros antioxidantes y componentes habituales de los
alimentos, como pueden ser por ejemplo, las proteinas y el agua (Pokorny et al.,
2001).

Los primeros compuestos con capacidad antioxidante en ser utilizados fueron
sustancias naturales como la vitamina E, C y los carotenoides, pero luego fueron
reemplazados rapidamente por sustancias sintéticas, de menor costo, que
presenten una pureza controlada y sean poseedoras de una capacidad
antioxidante mas uniforme. Sin embargo, el aumento del uso de aditivos

alimentarios sintéticos fue cuestionado por parte de los consumidores, creandose



la necesidad de cambiar estas sustancias por otras de origen natural (Pokorny et
al., 2001).

De manera general se puede denominar como un antioxidante natural a las
sustancias que poder de origen vegetal o animal. Practicamente todas las plantas,
microorganismos, hongos e incluso los tejidos animales son buenas fuentes de

antioxidantes naturales (Pokorny et al., 2001).

Los nutrientes antioxidantes: vitamina E, vitamina C y [-caroteno
pueden desempefiar un papel beneficioso en la prevencibn de varias
enfermedades crénicas (Szajdek y Borowska, 2008; Mufoz et al., 2010). Los
flavonoides, taninos, antocianinas y otros constituyentes fendlicos y algunos no
fendlicos presentes en los alimentos y medicamentos obtenidos de las plantas

son considerados como antioxidantes potenciales (Bratati y Archana, 2010).

Los antioxidantes se encuentran en muchas formas, la mayor parte de estas
sustancias son compuestos fendlicos entre los cuales los grupos principales son

los flavonoides y los acidos fendlicos (Espin y Tomas, 2010; Munoz et al., 2010).

Estudios han demostrado que estos polifenoles contribuyen a proteger las células
rojas de la sangre de la destruccion del ataque de los radicales libres. En los
polifenoles presentes en el vino tinto también se ha encontrado un efecto
protector contra la oxidacién de las lipoproteinas de baja y alta densidad, que son
factores muy importantes en la prevencion del desarrollo de arterioesclerosis o
enfermedad de las arterias coronarias (Avello y Suwalsky, 2006; Espin y Tomas,
2010; Muhoz et al., 2010).

1.2.3 COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos son producto del metabolismo secundario de las
plantas y estan ubicados en todos los 6rganos de la planta (Bratati y Archana,

2010). En las plantas pueden existir diferentes tipos de compuestos fendlicos y se
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clasifican en varios grupos. Uno de estos grupos son los flavonoides, a este grupo

pertenecen las antocianinas (Ramassamy, 2006).

Antocianinas

Las antocianinas son pigmentos naturales, responsables del color azul, morado y
rojo de varias frutas y vegetales (Pascual y Sanchez, 2007). Pertenecen al grupo

de los flavonoides y son glicosidos de las antocianidinas (Wong, 1995).

Se encuentran presentes en distintas partes de las plantas como: flores, frutas,
ramas, raices y hojas. Estos pigmentos se encuentran disueltos de manera
uniforme en la solucién vacuolar de las células epidermales. La fuente mas
importante de antocianinas son los frutos rojos, principalmente bayas y uvas rojas,
y también se encuentra en cereales como el maiz morado, vegetales y vinos rojos
(Aguilera et al., 2011).

Las antocianinas generan interés por dos motivos: el primero es el impacto de las
antocianinas en las caracteristicas organolépticas que desempefian un papel
importante en el comportamiento de los alimentos durante el procesamiento
(Pascual y Sanchez, 2007); y el segundo, estos compuestos presentan
propiedades farmacologicas y terapéuticas beneficiosas en la salud humana
(Aguilera et al., 2011).

Otro uso importante se presenta en la industria de extraccidon de colorantes
alimenticios ya que las antocianinas son un intenso pigmento que otorga colores

muy llamativos (Konczack y Zhang, 2004).

Las antocianinas en algunos casos son de facil oxidaciéon. Presentan una
sensibilidad al pH y a otros factores como la temperatura y las radiaciones UV que
pueden afectar su estabilidad y color. Se ven afectadas ademas por la presencia
de otros compuestos como el diéxido de sulfuro, acido ascorbico, iones metalicos,

ademas de otros componentes y aditivos (Rivas, 2003).
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El contenido de antocianinas en los productos alimenticios puede modificarse
dependiendo de la cadena de procesamiento, algunos parametros como la

temperatura de trabajo afectan a estos compuestos (Pascual y Sanchez, 2007).

Las alteraciones del contenido de antocianinas en la fruta fresca pueden ser
causadas por cambios en las condiciones agronoémicas y medioambientales,
horas de sol, tipo de suelo y humedad, asi como de otros factores, lo cual puede
desembocar en un dafio para la composicion de la antocianina en las frutas y
verduras. Los tratamientos postcosecha y biotecnoldgicos pueden incrementar el
nivel del grupo de antocianinas de los alimentos de origen vegetal. El
procesamiento de alimentos y el almacenamiento también pueden tener un efecto

en las antocianinas (Pascual y Sanchez, 2007).

1.3 USO DE ENZIMAS EN EL PROCESAMIENTO DE PULPAS

1.3.1 GENERALIDADES

La aplicaciéon de enzimas en la industria se ha utilizado desde hace muchos afios
en muchos procesos tradicionales poco conocidos, los mismos que se han
caracterizado por seguir un procedimiento rudimentario en lugar de adoptar

avances tecnoldgicos y cientificos (Wiseman, 1991).

Las enzimas tienen un alto grado de especificidad y adaptabilidad, es decir
funcionan a condiciones suaves de trabajo (temperatura, pH) de esta manera los
procesos se vuelven mas eficientes y se reduce el consumo de energia y costos

de operacion (Cortés, 2004).

En el mercado existe una gran variedad de enzimas disponibles, las cuales
difieren en la fuente bioldgica, actividad, pureza, forma fisica y caracteristicas

tales como el pH y temperatura 6ptima de trabajo (Wiseman, 1991).
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1.3.2 APLICACION DE LAS ENZIMAS EN EL PROCESAMIENTO DE FRUTAS

Entre algunos de los usos de enzimas en la industria alimenticia se destaca la
aplicacién en la extraccion de almidon y azucar asi como la produccién de jugos a

partir del procesamiento de frutas (Carrera, 2003; Cortés 2004).

En la industria alimentaria se procesa un amplio rango de frutas tropicales o de
clima templado, con o sin hueso, incluyendo manzanas, peras y bayas (Wiseman,
1991). Durante el proceso de extraccion de pulpa se afiaden mezclas de
pectinasas, amilasas, hemicelulasas y celulasas a las frutas (Carrera, 2003).
Estas preparaciones son mas conocidas como cocteles enzimaticos, la aplicacion
de estas enzimas reduce la viscosidad y permite incrementar el rendimiento,
mejorar la extraccién del jugo, color, aroma y sabor, asi como optimizar el tiempo

de fermentacion, filtracion y clarificacion (Cortés, 2004).

La pectina se encuentra en las frutas inmaduras en forma insoluble y ayuda a
mantener la dureza de la fruta, pero cuando la fruta esta madura, la pectina es
degradada parcialmente por las enzimas enddgenas y esto hace que la fruta sea

mas blanda (Wiseman, 1991).

En el procesamiento de jugos de frutas como resultado de la desintegracion de
los tejidos vegetales, una parte de la pectina pasa al jugo y otra permanece en las

paredes celulares (Carrera, 2003).

Las enzimas pécticas como las pectinliasas actuan sobre pectinas esterificadas,
las pectinesterasas desmetilan los acidos poligalacturénicos esterificados y las

pectinasas hidrolizan los residuos de acidos poligalacturénicos (Wiseman, 1991).

La pectinasa degrada los enlaces 1,4-a-D-galacturénicos de la pectina. La pectina
es un heteropolisacarido componente estructural de diversas frutas y verduras
que al solubilizarse parcialmente en el procesado provoca que se deteriore el
aspecto y hayan efectos negativos en la floculacién y/o capacidad de filtracion del

jugo, esto desembocaria en una reduccion del rendimiento (Wiseman, 1991). El
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tratamiento con pectinasas y celulasas incrementa el rendimiento, reduce la
viscosidad del jugo, mejora el color y permite obtener un producto final mas

concentrado y estable (Cortés, 2004).

La aplicacién de amilasas permite obtener jugos transparentes a partir de frutas
ricas en almidén que no estan completamente maduras, de esta manera se
alcanza un sabor agradable y se evita el enturbiamiento después de la

concentracion (Cortés, 2004).

En la Tabla 1.2 se muestran varias aplicaciones de las enzimas que se usan en la

industria del procesamiento de frutas.

Tabla 1.2 Aplicaciones de enzimas en industria de procesamiento de frutas

Enzima (nombre vulgar) Principales aplicaciones

a-Amilasa fingica Licuefaccion del almidon de frutas

Celulasa Procesado de frutas y verduras

Dextranasa Hidrolisis de polisacaridos

B-Glucanasa Hidrdlisis de polisacéridos

Glucosa oxidasa Antioxidante

Naringinasa Eliminacion sabor amargo en zumos de citricos
Pectinasa/pectinesterasa Extraccion y clarificacion de zumos de frutas
Proteasas microbianas Produccién de bebidas

Pectinasa, hemicelulasas y proteasas | Procesado de frutas (extraccion y clarificacion)

Wiseman, 1991

La extraccion del jugo de los frutos rojos es un proceso delicado para poder lograr
la preservacion del color y el aroma natural de la fruta. Es importante que el coctel
enzimatico permita obtener los niveles de despectinizacién y estabilidad de color
requeridos al mismo tiempo que se alcancen altos rendimientos de pulpa
(Centerchem, 2006).
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1.3.3 TRATAMIENTO ENZIMATICO EN EL PROCESO DE DESPULPADO

1.3.3.1 Tratamiento enzimatico antes del proceso de despulpado

Los tratamientos enzimaticos son usados frecuentemente antes del despulpado,

para hacer el proceso mas facil y aumentar el rendimiento (Cano y Barta, 2008).

Las frutas frescas poseen diferentes cantidades y tipos de pectina, segun las
especies y variedades. La pectina puede ser encontrada entre las capas de la
pared celular conectando las partes soélidas que contienen celulosa vy
hemicelulosa, también puede ser encontrada en formas disueltas en los tejidos,

incrementando su densidad y propiedades adhesivas (Cano y Barta, 2008).

Un alto contenido de pectina influye en los pasos siguientes de la produccién de
jugos. Por lo tanto, el nivel de composicién de pectina tiene que ser disminuido o
modificado de acuerdo al criterio de calidad del producto final o a la tecnologia de
produccion. La solucibn mas general para estos tejidos es el tratamiento
enzimatico de la fruta desintegrada/aplastada con enzimas que descomponen la

pectina tales como: pectina transeliminasa y poligalacturonasa (Aehle, 2004).

Los cocteles enzimaticos afadidos también contienen enzimas celulasa y
hemicelulasa para descomponer la pared celular y mejorar la permeabilidad. El
tratamiento enzimatico puede llevarse a cabo bajo circunstancias frias y calientes
(Cano y Barta, 2008). Cuando se aiade un coctel enzimatico a la fruta antes de la
extraccidon de pulpa, se facilita la liberacidbn del jugo con un considerable

incremento en el rendimiento y la capacidad de la extraccion (Cortés, 2004).

La despectinizacibn completa mediante el uso de enzimas pécticas asegura
mejorar los procesos de extraccion de pulpa, la clarificaciéon vy filtracion de jugos
de frutas, asi como una buena estabilidad de los concentrados producidos
(Carrera, 2003; Cortés, 2004).
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Para los jugos concentrados de fruta la despectinizacion permite impedir la
gelatinizacion durante el procesamiento para su obtencidén o el almacenamiento
de producto final (Cortés, 2004).

El tratamiento frio de hidrdlisis a 20 °C — 25 °C toma mas horas, lo que pone en
peligro la calidad del jugo, mientras que, el tratamiento caliente se lleva a cabo en
0,5 — 1 hora, a 50 °C — 55 °C (Schmitt, 1990). Como las enzimas son proteinas,
éstas son sensibles al calor y solo se activan a ciertos valores de pH. Si las
condiciones de temperatura y pH de la mezcla no son 6ptimas, la descomposicion
exitosa de la pectina requiere largo tiempo o alta concentracion de enzimas
(Dietrich, 1998).

1.3.3.2 Tratamiento enzimatico después del proceso de despulpado

Dentro de los pasos tecnoldgicos para el procesamiento de jugos clarificados de
frutas se recomienda aplicar un tratamiento enzimatico a la pulpa obtenida en el
despulpado como un pre-tratamiento previo a la clarificacibn mediante tecnologia
de membranas (Reddy, 2010).

Esta operacion se aplica a varias frutas mediante la adicién de 2 — 8 % de
enzimas pectoliticas a unos 50 °C durante 30 minutos. Este paso opcional tiene

las siguientes ventajas (Reddy, 2010):

e Mejorar el rendimiento de la extraccidn
¢ Mejorar el fijado del color de la fruta en el jugo

e Mejorar el sabor del producto final

La clarificacion de un jugo también puede realizarse por centrifugacién o mediante
un tratamiento enzimatico. La centrifugacién permite alcanzar una separaciéon de
particulas en suspension en el jugo y puede ser considerada como un paso de
pre-clarificacion. Esta operacion se lleva a cabo en separadores centrifugos con

una velocidad de 6000 a 6500 rpm. La clarificacién enzimatica esta basada en la
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hidrolisis de substancias pécticas; esto va a disminuir la viscosidad de los jugos y
facilitar su filtracion (Reddy, 2010).

En la clarificaciéon enzimatica a partir de pulpas de frutas, el tratamiento consiste
en la adicion de cocteles de enzimas pectoliticas en una concentracién de 0,5 —
2,0 g/L durante 2 a 6 horas a temperatura ambiente, o menos de 2 horas a 50 °C,
una temperatura que no debe superarse. El control de esta operacion se hace
mediante la comprobacion de la disminucion de la viscosidad del jugo (Reddy,
2010).

1.3.3.3 Hidrolisis enzimatica de pulpas previa al proceso de microfiltracion

tangencial (MFT)

En varios estudios cientificos relacionados con la microfiltracién se habla sobre la
hidrolisis enzimatica como un pre-tratamiento que deben recibir los productos
antes de ser sometidos a este proceso. Los cocteles enzimaticos a utilizarse
dependen de la composicion de los compuestos insolubles de la pared celular de

la materia prima (Millan, 2003).

La hidrélisis enzimatica se aplica a las pulpas de frutas como un paso previo al
proceso de MFT. El objeto es disminuir el contenido de soélidos insolubles en
suspension (SIS), ya que una alta concentracién de estas macromoléculas en la
superficie de la membrana forma una capa impermeable. El objetivo de este pre-
tratamiento es reducir el efecto de colmataje y taponamiento de la membrana. De
esta manera se aumenta el rendimiento del jugo clarificado (permeado), es decir

se logra optimizar el proceso (Vaillant et al., 1998).

Actualmente en algunos proyectos de investigacibn como los realizados por
Marcillo (2010) para obtener jugos clarificados concentrados de frutas, en los
cuales se utiliza la tecnologia de membranas se evalua el efecto del tipo, la
concentracion y tiempo de aplicacion de los cocteles enzimaticos, a través del

porcentaje de disminucion del contenido de sélidos insolubles en suspension.
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1.4 TECNOLOGIA DE MEMBRANAS

Las membranas han ganado un lugar importante en la tecnologia quimica y se
utilizan en una amplia gama de aplicaciones. La propiedad clave que se explota
es la capacidad de una membrana para controlar la velocidad de penetracion de
una especie quimica a través de ella. En las aplicaciones de separacion, el
objetivo es permitir que uno de los componentes de una mezcla atraviese la
membrana libremente, mientras que se impide la penetracion de otros

componentes (Baker, 2004).

Desde la aparicion de esta tecnologia su aplicacion en el area industrial se ha
limitado a procesos de tratamiento de aguas como la desalinizacién de agua de
mar. Sin embargo desde hace algunos afios ha tomado un gran interés en la
industria de alimentos debido a la capacidad de varias membranas para separar,
concentrar y purificar determinadas sustancias presentes en fluidos alimenticios, a
condiciones de operacion que permiten minimizar el dafio mecanico, un bajo
consumo de energia y una alta selectividad que permite obtener los productos

deseados sin el uso de aditivos (Cheryan, 1998; Jiao et al., 2004).

Los procesos de separacion mediante el uso de membranas mas utilizados en la
actualidad en la industria de alimentos son: la microfiltracion (MF), ultrafiltracion
(UF) y ésmosis inversa (Ol). Estos procesos permiten realizar las siguientes
operaciones (Martinez, 2004; De la Casa, 2006):

e Concentracién de jugos de frutas, aceites vegetales, enzimas, leche,
extractos naturales, almidoén, acido citrico, etc.

¢ Clarificacién de jugos de frutas, vinos, cervezas, etc.

e Fraccionamiento de componentes como proteinas, oligosacaridos,

enzimas, etc.
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1.4.1 DEFINICION DE MEMBRANA Y PROCESOS DE MEMBRANAS

Una membrana sintética se puede definir como una barrera semipermeable, la
cual separa dos fases entre si evitando su contacto directo para restringir el
transporte de algunos compuestos quimicos de una fase a otra en forma selectiva
y especifica (Porter, 1990; Mendoza, 2010; Moliner, 2009).

La membrana puede ser homogénea o heterogénea, simétrica o asimétrica en
estructura; puede ser sélida o liquida, o puede ser neutra; puede llevar carga

positiva o negativa, o puede ser bipolar (Porter, 1990).

En el proceso de separacion por membranas se distinguen tres corrientes como
se muestra en la Figura 1.2, éstas se conocen como alimentacién, retenido y

permeado.
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Figura 1.2 Diagrama general de un proceso de filtracidn por membranas
(Vidal, 1999)

1.42 CLASIFICACION DE LAS MEMBRANAS

Las membranas pueden clasificarse segun diferentes parametros tales como
(Porter, 1990; Baker, 2004; 2006; Moliner, 2009; Mendoza, 2010):

¢ Morfologia y material de fabricacion

¢ Porosidad de la membrana
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Estructura fisico-quimica

Geometria

Fuerza impulsora

Proceso de separacion del que forma parte

CLASIFICACION DE LAS TECNOLOGIAS DE MEMBRANAS
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Los procesos de filtracion se clasifican segun las caracteristicas de la membrana

que se utiliza. En la Tabla 1.3 se puede observar una clasificacion de acuerdo a

varios factores como la fuerza impulsora aplicada para lograr la separacién, la

magnitud de esta fuerza, tipo y rango de tamafio de los compuestos a separar
(Mendoza, 2010).

Tabla 1.3 Clasificacidn de las técnicas de filtracion sobre membranas

FUERZA EJEMPLOS DE
PROCESO DIRECTORA RETENIDO | PERMEADO APLICACION
Lavado de pigmentos,

. . Diferencia de Disolventes, !nnl’meza y rec1.c’laje d.e agua-
Microfiltracién ., , jabdn, separacion aceite/agua
presion Particulas Componentes .

(MF) o de emulsiones,

0,1 — 5 bar diluidos ., .,
combinacion de extraccion de
solidos y filtracion

Disolventes,
. r Diferencia de Particulas, C'on}ponentes Conpentrgcmn y lllm'p1eza de
Ultrafiltraciéon . diluidos con equipos biotecnoldgicos,
presion Macro- < .
(UF) . masa concentracion de albimina,
1 —10 bar moléculas )
molecular gelatina y suero
pequeiia, iones
Disolventes, . S,
, Limpieza, desalinizacion, y
Particulas, Componentes .,
. . . o concentracion de productos
. Diferencia de Sustancias diluidos con
Nanofiltracion ., oo como: colorantes, productos
(NF) presion diluidas, masa quimicos y farmacéuticos
10 — 40 bar Iones molecular muy ., ST
. o concentracion, reciclaje y
polivalentes | pequeiia, iones . ;
limpieza de aguas residuales
monovalentes
. . Particulas y Solamente Desah.mza‘mon de agua de
. . Diferencia de . mar, limpieza de aguas
Osmosis Inversa ., todos los disolventes . o
(oI presion componentes | (agua, MeOH residuales, reciclaje dg
10 — 200 bar O ’ > | productos, concentracion de
diluidos EtOH)
productos

Mendoza, 2010
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En el area industrial los procesos de filtracion mas utilizados han sido aquellos
que funcionan mediante la aplicacién de un diferencial de presién como fuerza
motriz, éstos son la microfiltracién (MF), ultrafiltracién (UF), nandfiltracion (NF) y

osmosis inversa (Ol) (Mendoza, 2010).

Debido a que la separacion por filtracion con membranas utiliza una diferencia de
presion como fuerza motriz y no estd acompafnada de un cambio de fase, se

puede decir que tiene las siguientes ventajas (Li et al., 2008):

e El proceso de separacion se logra con un bajo consumo de energia
e El compuesto a ser separado no es desnaturalizado o destruido debido a

que la separacioén se realiza en condiciones suaves de temperatura

1.44 MODULOS DE MEMBRANAS

La membrana es uno de los componentes mas importantes dentro de un sistema
de filtracién, no puede funcionar sola, sino que necesita una unidad fisica que la
albergue (Martinez, 2004; De la Casa, 2006).

Esta unidad se conoce como médulo y debe satisfacer requisitos mecanicos,
hidrodinamicos y econémicos (Grandison y Lewis, 1996). Para sus aplicaciones
industriales la membrana debe montarse sobre uno de estos soportes que le

confieren diferentes configuraciones.

1.4.5 MICROFILTRACION TANGENCIAL (MFT)

La microfiltracion se utiliza para separar particulas en el rango de 0,05 a 10 pm
mediante el uso de membranas microporosas. Son semipermeables y selectivas
como se muestra en la Figura 1.3 Es un proceso de baja presion en el cual se

suele trabajar con presiones en un rango entre 0,5 y 5 bares. El diferencial de
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presion que se aplica depende del material de fabricacion de la membrana y del

tipo de configuracion del médulo (Moliner, 2009; Mendoza, 2010).

(&

Filtrado Solvente Micromoléculas

Poroso

) o
Filtrado Silvients Micromoléculas

Figura 1.3 Esquema general de un proceso de microfiltracién
(Auxiaqua, 2011)

La fraccidn rechazada que continua en la direccion del flujo de alimentacion se
denomina retenido o concentrado, y la solucion que pasa a través de la
membrana, es el permeado. Algunas propiedades de los solutos como el tamaio
molecular, fuerza ionica, solubilidad y difusividad influyen en la selectividad y
rendimiento de separacion (Porter, 1990). De la misma manera estas propiedades
intervienen en las interacciones y cambios estructurales que puedan presentar los
compuestos con las condiciones del medio (temperatura, pH, concentracion de
sales), asi como con la afinidad que estos presenten con la membrana (Mendoza,
2010).

Uno de los aspectos criticos en el disefio de cualquier médulo es la transferencia
de materia. La formacién de una capa de polarizacién es el factor dominante que

controla el funcionamiento de una membrana (Grandison y Lewis, 1996).

Para obtener una alta transferencia de materia, es necesario tener una alta

velocidad tangencial y/o turbulencia en los alrededores de la membrana.

Segun Cheryan, (1998) la forma mas sencilla de conseguir este propédsito es
mediante el bombeo de un flujo de alimentacion paralelo a la membrana y

perpendicular al flujo de filtrado como se puede ver en la Figura 1.4.
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Figura 1.4 Microfiltracion tangencial
(Baker et al., 1991)

1.4.5.1 Fenomenos durante el proceso de microfiltracion por membranas
Flujo (J)
La capacidad de un proceso de MF esta expresada por el flujo Jp, el cual es el

volumen de permeado que atraviesa la membrana, por area de membrana en un

intervalo de tiempo, viene dado por la ecuacion 1.1 (Huisman, 1998).

_ [1.1]

Donde:

V, = volumen de permeado que atraviesa la membrana (L)

t = tiempo que tarda el volumen de permeado en pasar por la membrana (h)
An = area filtrante de la membrana (m?)

Presiéon transmembranaria (PTM)

El diferencial de presion utilizado como la fuerza motriz para obtener el flujo Jp se

denomina presiéon transmembranaria (Cheryan, 1998).
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Permeabilidad (L)

La permeabilidad esta definida como la cantidad de solvente que atraviesa una
membrana en funcién de la presion aplicada. El coeficiente de permeabilidad esta
dado por la razén entre el flujo del solvente permeado y la diferencia de presiones

aplicada como se indica en la ecuacion 1.2 (Huisman, 1998).

— [1.2]

Donde:

L, = permeabilidad
AP = diferencia de presién aplicada (bar)
At = diferencia entre la presion osmoética de la solucion y del solvente (bar)

Jp = flujo de permeado que atraviesa la membrana (L/hm?)

Coeficiente de retencion (R)

La eficiencia de una separacién por membrana es a menudo descrita mediante la
retencion. La retencidn de una membrana para una sustancia, es la cantidad

relativa de esa sustancia que no pasa a través de la membrana. Se expresa con

la ecuaciéon 1.3 (Girard y Fukumoto, 2000).

— [1.3]

Donde:

C, = concentracion del soluto en el permeado

C, = concentracién del soluto en la alimentacion
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Factor de retencion volumétrica (FRV)

Es la relacion entre el volumen de alimentacion y el volumen de retenido que no

pasa a través de la membrana. Se calcula con la ecuacion 1.4 (Chacédn, 2006).

- o [1.4]

Donde:

Va = volumen de alimentacion
V, = volumen de permeado

VRr = volumen de retenido

1.4.5.2 Ventajas de la MFT

La MFT es una tecnologia de membranas usada a nivel industrial como una
alternativa frente a los métodos convencionales de separacion, tales como la
destilacidén, centrifugacion, extraccion y la filtracibn convencional, entre sus
ventajas tenemos (Baker et al., 1991, Vaillant et al., 2001; Mendoza, 2010):

o Alta selectividad

e Separacion sin el uso de aditivos

¢ Condiciones de operacion extremas (alta presion)
¢ Usualmente no hay cambios de fase

¢ Posibilidad de operacion continua y automatizada

e Costos de procesamiento relativamente bajos
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1.4.5.3 Aplicaciones de la MFT

La mayor parte de las membranas de MFT usualmente estan fabricadas con
materiales poliméricos y en algunos casos con materiales inorganicos. Se utilizan
principalmente para la retencion de sélidos suspendidos y pueden usarse en
procesos de clarificacion, pasteurizacion y concentracion (Baker et al., 1991).
Entre algunas de sus aplicaciones mas importantes se tiene: la esterilizacion en
frio de bebidas y productos farmacéuticos, clarificacion de zumos de frutas
(Rodrigues, 2002) vino y cerveza (Baker et al., 1991, Mendoza, 2010),
recuperacion de metales como 6xidos o hidroxidos coloidales, tratamiento de

aguas residuales y separacion de emulsiones aceite-agua (Baker et al., 1991).

1.4.6 OSMOSIS INVERSA

1.4.6.1 Introduccion

La Ol es un proceso impulsado por la presién, por lo que, el uso intensivo de
energia, de cambios de fase, o solventes/adsorbentes potencialmente costosos
no son necesitados para separaciones de Ol. Es un proceso simple de disefar y
operar comparado con muchos procesos tradicionales de separacion. La fuerza
motriz para el desarrollo y el uso de membranas de Ol son las ventajas que estas
tienen sobre los procesos tradicionales de separacion tales como destilacion,
extraccion, intercambio de iones y adsorcidn. La separacidon y concentracion
simultdnea de compuestos inorganicos y organicos es posible con los procesos
de OI (Williams, 2003).

La membrana ideal de 6smosis inversa deberia ser resistente al ataque quimico y
microbiolégico, y las caracteristicas de separacidbn y mecanicas no deberian
cambiar después de un largo funcionamiento. Las membranas comerciales de Ol
son asimétricas (un polimero) o estructuras compuestas de peliculas delgadas
(Williams, 2003).
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1.4.6.2 Definicion de 0smosis inversa

La 6smosis es un fendmeno fisico quimico en el cual el agua pasa a través de
una membrana semipermeable desde la fase menos concentrada a la mas
concentrada como se muestra en la Figura 1.5, de esta manera se reduce la
diferencia de concentracién entre ambas fases, cabe recalcar que en el proceso

no hay flujo de soluto (Moliner, 2009).

En el equilibrio, la diferencia de presion entre los dos lados de la membrana es
igual a la diferencia de presion osmoética. Para invertir el flujo del agua, una
diferencia de presion mayor que la diferencia de presion osmotica es aplicada
como se muestra en la Figura 1.5 (Moliner, 2009); como resultado, la separacion
del agua de las soluciones se hace posible. Este fenémeno se denomina 6smosis

inversa, también se la conoce como hiperfiltracion (Williams, 2003).

La 6smosis inversa permite retener moléculas de bajo peso molecular, tales como
las sales (Winston Ho y Sirkar, 1992), ya que su mecanismo de transporte a
través de la membrana se basa en el principio solucion-difusién, esto quiere decir
que solamente pasa el agua en una fase y en la otra quedan retenidos los solutos

de interés segun el tamafio de poro de la membrana (Moliner, 2009).

OsSMosIS OSMOSIS INVERSA

Mayor [C] Menor [C] *

Figura 1.5 Esquema del fendmeno de ésmosis y 6smosis inversa
(Moliner, 2009)

Las membranas utilizadas son las de menor tamafo de poro con diametros que
van de los 0,5 a 1,5 nm. Se utilizan membranas densas tanto asimétricas como

compuestas, siendo los materiales mas usados el triacetato de celulosa,
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poliamidas aromaticas y polibenzimidazoles. Requieren una presion elevada que
se encuentra en el rango de 10 a 70 bar. El tamafio tan pequefio de los poros
permite que solo los solventes organicos de muy bajo peso molecular vy los
solutos sin carga pasen junto con el agua como se muestra en la Figura 1.6. Mas
de un 95 — 99 % de las sales inorganicas y los compuestos organicos son
rechazados debido a la repulsion electroestatica con la superficie de la membrana
(Moliner, 2009).

Osmosis inversa- Ol

Retenido

> Permeade

® _  Corticuiss, bactedias, e e s « Wiplculzs v, —
-] 5 ™ Wdodeculas grandes L Sgigs D B,
® °  siiides ensuspension & W MUECUESOREMES: &, pomafazs 174,

Alimentacion

Figura 1.6 Esquema general de un proceso de 0smosis inversa
(Martinez, 2004)

1.4.6.3 Descripcion del proceso y terminologia

El proceso de Ol es relativamente simple en disefio. Este consiste de una fuente
de alimentacidbn de agua, pre-tratamiento de la alimentacién, bomba de alta
presion, moédulos de membranas de Ol y, en algunos casos, pasos de post-
tratamiento (Williams, 2003).

En la Figura 1.6 se observan las tres corrientes (y sus variables asociadas) del
proceso de Ol: la alimentacién; la corriente el producto que se denomina
permeado y la corriente de alimentacién concentrada, llamada concentrado o
retenido (Williams, 2003; Martinez 2004). Las variables de operacion importantes
para Ol son el caudal del flujo de alimentacién y la concentracién de solutos
disueltos, los tipos de solutos, la presion transmembranaria (Ap) y la temperatura
(T) (Winston Ho y Sirkar, 1992).
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1.4.6.4 Aplicaciones de la OI

El principal campo de aplicacién de la Ol es la desalinizacién de agua de mar. No

obstante tiene otras aplicaciones muy importantes entre las cuales tenemos:

e Tratamiento de aguas (Garcia, 2002; Guerrero et al., 2006)

e Concentracién de zumo de frutas, azucares y leche (Jiao et al., 2004)

¢ Estabilizacion del vino y eliminacidén de sus tartratos (De la Casa, 2006)
e Obtencion de aromas y sabores de zumos de frutas (Marcillo, 2010)

¢ Reduccion del contenido de alcohol en bebidas (cerveza)
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2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 MATERIALES

Figura 2.1 Mortifio fresco (Vaccinium floribundum Kunth)

La fruta fresca fue adquirida en la ciudad de Machachi, cosechada en estado de
madurez organoléptica, por los campesinos de la comunidad “El Pedregal’. La

ubicacion geografica de esta zona se encuentra descrita en el Anexo |.

La fruta fue transportada hasta el Departamento de Ciencia de Alimentos y
Biotecnologia (DECAB) de la Escuela Politécnica Nacional (EPN) en un tiempo de

2 horas aproximadamente.

Se realizaron 5 compras de materia prima segun las cantidades que se
necesitaban procesar para cada fase de la experimentacion. La fruta fresca fue
receptada en cajones de madera de alrededor de 20 kg cada semana (lote)
durante 2 meses acumulando aproximadamente 160 kg de mortifio. Cada lote
recibido fue sometido a una desinfeccion por inmersion en un tanque de acero

inoxidable con agua clorada a 100 ppm.

Posteriormente la fruta pasé a una lavadora de frutas horizontal marca The

Sinclair Scott Co. que trabaja con un sistema de lavado rotatorio, el equipo esta
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provisto de un motor de 245,3 W y 1725 rpm, en este lavado se retiraron las

impurezas.

La fruta lavada pasé a un escurrido en mallas de 0,60 m x 1,20 m con un tamafo
de poro de 3 mm x 1 mm. La fruta escurrida se dividié en porciones de 10 kg
envasadas en bolsas de polietileno. Una vez selladas y etiquetadas todas las

porciones fueron almacenadas en una camara de congelacion a -17 °C.

El procesamiento y almacenamiento detallados en la investigacion fueron
realizados en la Planta Piloto del Departamento de Ciencia de Alimentos y
Biotecnologia (DECAB) en la EPN.

La fruta fresca de madurez organoléptica fue sometida a varios tratamientos:
hidrélisis enzimatica, extraccidbn de pulpa, microfiltracion tangencial (MFT) vy

concentracion mediante 6smosis inversa (Ol).

2.2 CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA Y
PRODUCTOS OBTENIDOS

2.2.1 CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA

De la materia prima recibida, desinfectada y lavada se tomaron 500 g de muestra
para los analisis de caracterizacién. Se realizaron analisis fisico-quimicos de:

peso, color, sélidos solubles totales (°Brix), pH, acidez titulable.

Para determinar la composiciéon quimica de las frutas frescas se realizaron los
siguientes analisis: humedad, proteinas, cenizas, extracto etéreo, contenido de
acidos galacturonicos, minerales (K, Ca, Mg, Cu, Zn, Fe), fibra dietética total,
azucares, vitamina C, carotenoides, acidos organicos, compuestos fendlicos

solubles totales, antocianinas y capacidad antioxidante.
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2.2.1.1 Analisis fisico-quimicos

Peso

Para evaluar el peso individual de la fruta, se tomé una muestra al azar de 100
frutas frescas y se midié su pesé individual en una balanza analitica METTLER
TOLEDO AG204 de precisién + 0,001 g.

Color

Para la determinacion del color se usoé el Atlas de colores de Kippers (2002). En
este libro existen varios esquemas de tonos formados por la combinacién de los
colores negro (N), magenta (M), cyan (C) y amairillo (Y) a partir de cantidades de 0
a 99% de cada color. El procedimiento consistié en tomar 10 bayas de mortifio y
compararla cada baya con cada combinacion hasta encontrar la mas cercana al

color de la fruta.

Sdlidos solubles totales (°Brix)

El contenido de sélidos solubles totales (°Brix) se realizé segun el método AOAC
(2007) 932.12, (37.1.15), se determiné con un refractobmetro portatii BOECO.
Cada muestra de aproximadamente 100 g de fruta fue licuada en una licuadora
OSTER Osterizer BLENDER, se filtr6 en un colador y el jugo obtenido fue
termostatizado a 20 °C en un bafio marca PRECISION Reciprocal Shaking Bath
Model 25, una gota de este jugo se puso en el refractbmetro y se determiné la
cantidad de °Brix. Se analizaron dos muestras diferentes con una réplica para

cada una.
pH
El pH fue determinado segun el método descrito en AOAC (2007) 981.12,

(42.1.04), con un pH-metro digital WTW pH 330i. La muestra de fruta fresca fue

licuada y filtrada en un colador, se obtuvieron aproximadamente 25 mL de jugo en
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el cual se sumergidé el electrodo para tomar la lectura de pH. Se hicieron dos

réplicas.

Acidez titulable

Para valorar la acidez se us6 el método AOAC (2007) 942.15, (B) (37.1.37). Se
tomaron 5 mL de muestra y se diluyeron hasta 50 mL con agua destilada. Se

hicieron dos réplicas.

Luego se determind la acidez titulable mediante la titulacion o valoracion acido-
base de un volumen conocido de jugo con hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 N hasta
llegar a un pH final de 8,2. Para medir la variacién del pH hasta llegar a la medida

deseada se utilizé el pHmetro ORION modelo 21 OA previamente calibrado.
Se procedio a titular la muestra con NaOH 0,1 N hasta llegar a un pH de 8,2. El

resultado se reporta como porcentaje en gramos de acido citrico mediante la

férmula expresada en la ecuaciéon 2.1:

[2.1]

Donde:

% Acido citrico = acidez del producto en porcentaje de masa
fa= factor del acido respectivo

V = volumen de NaOH usado en mL

N = normalidad de la solucién de NaOH

f = factor de correccién de NaOH

Vo= volumen de muestra en mL
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2.2.1.2 Composicion quimica

Humedad

El contenido de humedad se realiz6 aplicando el método descrito en AOAC (2007)
920.151, (37.1.12). Se evapord la muestra hasta sequedad en una estufa al vacio

marca Heraeus USA a 70 °C y 100 mm Hg. Se realiz6 una réplica.

Proteina

Se cuantificd el contenido de la proteina mediante el método descrito en AOAC
(2007) 920.152, (37.1.35). Se realiz6 una digestion a 420 °C, luego una
neutralizacion, destilacion y al final una titulacion. Para el céalculo respectivo se

us6 como factor 6,25. Se analizé una muestra con una réplica.

Extracto etéreo

Se cuantificd aplicando el método AOAC (2007) 920.85, (32.1.13) y 920.39
(4.5.01). Se realizo la extraccién de grasa con éter etilico en el equipo Goldfish.

Se analizd una muestra con una réplica.

Cenizas

Para el contenido de cenizas se usé el método AOAC (2007) 940.26. Se realizd
una evaporacion en bafo maria y luego una calcinacién en mufla a 550 °C

durante 4 horas. Se analiz6é una muestra con una réplica.

Analisis de minerales

El analisis de minerales se realizd usando el método validado en el DECAB que
consiste en una digestién en microondas y lectura directa de Ca, K, Mg, Cu, Zny
Fe por espectrofotometria de absorcién atomica en el equipo PERKIN ELMER

Atomic Absorption Spectrometer 3300. Se analizdé una muestra con una réplica.
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Acidos Galacturénicos

El contenido de acidos galacturonicos se cuantific6 mediante el método descrito

por Theander et al., (1991) (Anexo Il). Se analizé una muestra con dos réplicas.
Fibra dietética total

La fibra dietética total se determind con el método enzimatico gravimétrico
descrito por Asp et al., (1983). El método consiste en una digestion del almidén y
la proteina a través de la aplicacion de un tratamiento enzimatico que permite
descomponerlos. La fibra dietética insoluble se separa mediante filtracion. El
etanol es afadido al filtrado para precipitar la fibra soluble y el precipitado es
recuperado mediante una segunda filtracién. Se usaron las enzimas Pepsin 2000
FIP® / MERCK, Pancreatin N° 76190° / FLUKA AG y Termamyl 120 L® /
NOVOZYMES.

Contenido de azucares

El contenido de azucares se cuantific6 mediante Cromatografia Liquida de Alta
Resoluciéon (HPLC). Se usé el método DECAB (2004b), modificado de las
indicaciones del Manual de la columna ASTEC NH; series (Advanced Separation

Technologies Inc. USA.).

Se pesaron 2,5 g de muestra en un matraz de 25 mL. Luego se anadié 15 mL de
la fase mévil y se mantuvo con agitacion magnética durante 15 minutos. Se aforé
la solucién con la fase movil hasta 25 mL y se transfirié a un tubo, se centrifugé a
4000 rpm y 5 °C por 8 min. Finalmente se filtr6 la solucién en una membrana de

0,45 um y se inyecto al equipo de HPLC.

Se utilizé la columna Alltec de 5 ym, 250 mm x 4,6 mm, con un flujo de 1 mL/miny

una presion de 100 £ 10 bar a temperatura ambiente (20 °C).

La fase movil fue una solucibn de acetato de nitrilo grado HPLC con agua
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desionizada en una proporcion 70:30. El detector que se utilizé fue el de indice de
refraccion. Se usaron los estandares marca SIGMA correspondientes a cada
azucar. Se cuantifico el contenido de: fructosa, glucosa y sacarosa. Se utiliz6 un
inyector automatico HP 1050. El volumen de inyeccion fue de 20 pL. Se analiz6

una muestra con una réplica.

Vitamina C

La vitamina C fue cuantificada mediante HPLC. Se us6 el método modificado y
validado del articulo de Macrae (1988) por el DECAB.

Primeramente se peso la muestra de mortifio liofilizado y la muestra de control de
calidad (QC) que contenia 500 ug de vitamina C en un matraz de 50 mL. Luego
se afiadi® a cada muestra 30 mL acido metafosférico al 3 % y 5 mL de
homocisteina al 0,2 %. Posteriormente los matraces fueron agitados en un bafio
de ultrasonido por 15 min, y fueron aforados a 50 mL con agua destilada.
Después pasaron a una centrifugacion a 6000 rpm y 4 °C. Para finalizar se filtr6 la
solucion obtenida por una membrana de 0,45 um. El filtrado se inyect6 en el
equipo de HPLC.

Se utilizé una columna LiChrospher 100 RP18 de 5 ym, 250 mm x 4,0 mm, con un

flujo de 1 mL/min y una presién de 230 £ 10 bar a temperatura ambiente (20 °C).

La fase movil fue una solucién de fosfato monopotasico y bromuro trimetil cetilico
de amonio. Se usd el estandar de acido ascorbico certificado marca Dr.
Ehrenstorfer GmbH. Se emple6 un detector Ultravioleta a 244 nm El volumen de

inyeccion fue de 20 pL. Se analiz6 una muestra con una réplica.
Contenido de carotenoides
Para cuantificar los carotenoides se utilizd la técnica de HPLC segun el método

descrito por Petterson y Johnsson, (1990). Se pesaron 10 g de muestra de

mortifio liofilizado. Luego se afadio 20 mL de acetona y 20 mL de etanol, para
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homogenizar la solucién se agitd por 5 min. La solucién se filtr6 en un embudo de
papel filtro y se repiti6 el procedimiento hasta que el filtrado sea incoloro.
Posteriormente se realiz6 una dilucién 50:50 con la fase mévil. La solucion se filtré

en una membrana de 0,45 um y se inyectd en el equipo de HPLC.

Se utilizé una columna YMC carotenoid column de 250 mm x 4,8 mm, con un flujo

de 1 mL/min.

La fase mévil fue una solucion desgasificada de metanol, tert-butil metil éter y
agua en una proporcion 56:40:4. Se usaron los estandares estéreo isdmeros 9-
cis-B-caroteno, 13-cis-B-caroteno, 15-cis-B-caroteno marca Dr. Ehrenstorfer
GmbH. Se empled un inyector automatico HP 1050. El volumen de inyeccién fue

de 20 pL. Se analizdé una muestra con una réplica.

Contenido de acidos organicos

Los acidos organicos fueron cuantificados mediante HPLC, se siguidé el método

descrito por Pérez et al., (1997).

Se peso6 una cantidad de 2,5 g en un matraz de 50 mL. Luego se afiadié 30 mL de
H,SO4 0,02 N, acido metafosférico 0,05 % y homocisteina 0,02 %. La soluciéon se
homogeniz6 mediante agitacion magnética durante 15 min. Posteriormente se
aforé con H,SO4 0,02 N, acido metafosférico 0,05 % y homocisteina 0,02 % hasta
50 mL. Se transfirid a un tubo y se centrifugd por 8 min a 4000 rpm y 5 °C. La
solucion se filtré en una membrana de 0,45 pm y se inyecté en el equipo de
HPLC.

Se utilizé6 una columna Aminex HPX-87H, con un flujo de 0,5 mL/min, presion de

114 bar y una temperatura de 30 °C. Se usé un detector UV a 210 nm.

La fase moévil que se empledé fue de H,SO4 0,02 N y los estandares SIGMA
respectivos para acido citrico, acido malico y acido tartarico. Se analizdé una

muestra con una réplica.
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Contenido de compuestos fendlicos solubles totales

El contenido de compuestos fendlicos solubles totales se determin6é bajo el
método Folin-ciocalteu’s de Slinkard y Singleton (1977). El analisis se realizd en
las muestras de mortifio liofilizado y luego se realizé una conversién de resultados

por peso de fruta fresca usando las humedades del mortifio fresco vy liofilizado.

El método consistid en una reaccion REDOX entre los compuestos fendlicos
presentes en una muestra y el reactivo FOLIN-CIOCALTEU. Se utilizaron
patrones de acido galico entre 10 y 100 mg/L correspondientes a valores de
absorbancia entre 0,2 y 0,9 medidos a 760 nm de longitud de onda para realizar
una curva de calibracion, posteriormente se realizaron diluciones con extractos de
la muestra mortifio liofilizado y se midi6é la absorbancia a la misma longitud de
onda. Para finalizar se calcul6 con los datos obtenidos la cantidad de compuestos
fendlicos en funcién del acido galico mediante una féormula establecida. Se

hicieron (Ver Anexo lll). Se realizaron 3 réplicas.

Contenido de antocianinas

El contenido de antocianinas fue analizado siguiendo el método de Giusti y
Wrolstad (2001). Se usaron 1,5 g de muestra de mortifio fresco desintegrado. El

meétodo se describe en el Anexo IV.

La fruta homogenizada es tratada a pH 1,0 y pH 4,5, en estas condiciones, las
antocianinas sufren transformaciones estructurales y se manifiestan por la

diferencia en los espectros de absorbancia.

La forma coloreada predomina a pH 1,0 y la forma incolora a pH 4,5. De esta
forma, el método permite la determinacién rapida y precisa de las antocianinas
totales presentes, por medio de espectrofotometria UV-Visible, ain en presencia
de pigmentos poliméricos degradados y otros interferentes. Se realizaron dos

réplicas por muestra.
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Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante fue determinada mediante el método TEAC descrito

por Re et al., (1999) (Ver Anexo V). Se realizaron dos réplicas por muestra.

2.2.2 CARACTERIZACION DE PRODUCTOS OBTENIDOS

2.2.2.1 Caracterizacion de jugos clarificados

Se tomaron muestras del jugo clarificado al finalizar el proceso de microfiltracion
tangencial (MFT) y se les realizé los siguientes analisis fisico-quimicos: soélidos
solubles totales (°Brix), contenido de azucares, vitamina C, carotenoides,
compuestos fendlicos solubles totales, antocianinas, capacidad antioxidante,

caracterizacion reoldgica, densidad relativa y analisis sensorial.

Analisis fisico-quimicos

Sdlidos solubles totales (°Brix)

Para medir los solidos solubles (°Brix) se siguié el método AOAC (2007) 932.12,
(37.1.15) con el uso de un refractdmetro portatil, las muestras de jugo clarificado
fueron temperadas a 20 °C en un bafo termostéatico, luego se tomd de cada
muestra una gota del jugo y se puso en el refractobmetro para determinar la lectura

de °Brix. Se analizé una muestra con dos réplicas.

Densidad relativa

La densidad relativa a 20 °C de muestras de jugo clarificado obtenido a partir de

pulpa hidrolizada “antes de” y “después de” el despulpado se determiné mediante
el método AOAC (2007) 985.19, (41.1.06).
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Contenido de azucares, vitamina C, carotenoides y acidos organicos

El contenido de azucares, vitamina C, carotenoides y acidos organicos fueron
cuantificados mediante HPLC, se usaron los métodos citados anteriormente para
la caracterizacion de estos analitos en la materia prima. Se analiz6 una muestra

con dos réplicas.

Contenido de compuestos fendlicos solubles totales

Para cuantificar el contenido de compuestos fendlicos solubles totales se usé el
método Folin-ciocalteu, para el analisis se tomaron 200 yL de cada muestra de
jugo clarificado de mortifio (Ver Anexo Ill). Se analiz6 una muestra con dos

réplicas.

Contenido de antocianinas

El contenido de antocianinas se determiné a través del método descrito por Giusti
y Wrolstad (2001), la cantidad tomada de cada muestra de jugo clarificado
dependio6 del pre-tratamiento al que fue sometida la pulpa y de los parametros de
operacion con los que se realizé cada ensayo (Ver Anexo V). Se analizaron dos

muestras con dos réplicas por muestra.

Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se cuantificdé usando el método TEAC, se tomé6 50 pL
de jugo clarificado y se siguié el método descrito en el Anexo V. Se analiz6 una
muestra con dos réplicas.

Caracterizacion reoldgica

Para caracterizacion reolégica se utilizd6 un Reémetro AR 2000 ADVANCED

RHEOMETER provisto de un accesorio cono-plato con cono de 2° de 60 mm de

diametro.
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Se us6 una separaciéon de 500 uym entre el cono y el plato. El analisis fue

realizado a 25 °C de temperatura. Se analiz6 una muestra con una réplica.

Analisis sensorial

El andlisis sensorial se realizé tomando como referencia la muestra de jugo
clarificado obtenido bajo los parametros de: presién transmembranaria: 4 bar,
concentracion de coctel enzimatico: 1 mL/kg de pulpa y tratamiento enzimatico

aplicado antes del despulpado, almacenada a -17 °C en frasco plastico.

Se ajusto el valor de °Brix hasta 14, la composiciéon de la muestra usada para la
evaluacion por parte de los panelistas se indicé en la Tabla 2.1. Se capacit6 a 20
panelistas antes del analisis, el entrenamiento consistié en dar una muestra de
jugo clarificado y se indic6 la forma en la que debian valorar en la escala cada
atributo, se puso énfasis en explicar que la escala va de mayor a menor de

izquierda a derecha respectivamente.

El formato del documento de reporte de la evaluacidon sensorial que recibié cada

panelista se muestra en el Anexo VI.

Adicionalmente se entregd una muestra de mortifio fresco a los panelistas para
que se familiaricen con el aroma y sabor de la fruta de manera que puedan

evaluar la muestra de una forma mas objetiva.

Cada panelista recibi6 una muestra de 20 mL, los atributos a evaluar fueron la
intensidad de: sabor, aroma y acidez. Se utilizdé luz natural para el analisis
sensorial. El objetivo de este analisis fue determinar la cantidad de conservacion
de cada atributo en el jugo clarificado con relacién a la fruta fresca y estimar un

nivel de aceptabilidad.

Los resultados obtenidos fueron evaluados mediante un analisis de varianza y un
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estudio de rango multiple con un 95 % de confianza usando el programa
STATGRAPHICS Plus 5.1.

Tabla 2.1 Composicion de la muestra de 600 g de jugo clarificado de 14 °Brix usada para
el analisis sensorial

Peso Composicion

Ingredientes (@) (% peso/peso

g de muestra)
Jugo clarificado | 500 83,3
Agua 71 11,83
Azucar 29 4,87

2.2.2.2 Caracterizacion de jugos clarificados concentrados

Finalizado el proceso de 6smosis inversa (Ol) se tomaron muestras del jugo
clarificado concentrado y se les realizd un analisis fisico-quimico de: contenido de
azucares, vitamina C, carotenoides, compuestos fendlicos solubles totales
antocianinas, capacidad antioxidante, caracterizacidén reoldgica, densidad relativa

y analisis sensorial con los métodos anteriormente citados.

Para el analisis de minerales se realizd una dilucién de la muestra en HCI
concentrado de acuerdo con el método descrito por Perkin-Elmer Corporation
(1994) Analytical Methods for Atomic Absorption Spectrometry y luego se tomo la
lectura de Ca, K, Mg, Cu, Zn, Fe y Na por Espectrofotometria de Absorcién

Atomica. Se analiz6 una muestra con una réplica.

Analisis sensorial

La evaluacién sensorial se realiz6 tomando como referencia la muestra de jugo

clarificado concentrado obtenida a 60 bar de PTM y 30 °C de temperatura,

almacenada a -17 °C en frasco plastico. Se efectué una dilucidon del jugo
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clarificado concentrado para disminuir los sélidos solubles y de esta manera no

saturar la percepcidn gustativa de los panelistas.

La muestra inicial present6 23,4 °Brix y se bajé a 10 °Brix para acercarla al valor
de °Brix del mortifio fresco, luego se afadié azucar a la dilucion obtenida para
lograr un incremento a 14 °Brix y otorgar un sabor mas agradable, la composicién
de la muestra usada para la evaluaciéon se indicé en la Tabla 2.2, los valores de

cada ingrediente se obtuvieron mediante un balance de masa.

Se cont6é con la participacidon de 24 panelistas semientrenados. El formato del
documento de reporte de la evaluacién sensorial que recibié cada panelista se

muestra en el Anexo VII.

Para la evaluacidon definitiva cada panelista recibié una muestra de 20 mL, los
atributos a evaluar fueron la intensidad de: sabor, aroma y acidez. Se utilizd luz

natural para el analisis sensorial.

El objetivo de este analisis fue determinar la cantidad de concentracion de cada
atributo en el jugo clarificado concentrado con relacion a la fruta fresca y estimar

un nivel de aceptabilidad.

Los resultados obtenidos fueron evaluados mediante un analisis de varianza y un
estudio de rango multiple con un 95 % de confianza usando el programa
STATGRAPHICS Plus 5.1.

Tabla 2.2 Composicion de 700 g de muestra de jugo clarificado concentrado de 14 °Brix
usada para el anélisis sensorial

Peso Composicion
Ingredientes () (% peso/peso
g de muestra)
Jugo concentrado | 250 35,71
Agua 410,5 58,64
Azlcar 39,5 5,65




43

2.3 ESTUDIO DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO ENZIMATICO
EN EL PROCESO DE DESPULPADO

2.3.1 DESINTEGRADO

La fruta se dividi6 en lotes de 10 kg y todos fueron procesados en el
desintegrador Ritz, por separado. Se tomo el peso final del mortifio desintegrado
obtenido a partir de cada lote y posteriormente a 6 lotes desintegrados se usaron
para el estudio del efecto del tratamiento enzimatico y 8 lotes desintegrados para

los estudios posteriores en microfiltracién tangencial (MFT).

2.3.2 TRATAMIENTO ENZIMATICO

Para optimizar la extraccién de pulpa se realizd una hidrélisis enzimatica con el fin
de disminuir la presencia de soélidos insolubles en suspension (SIS) e incrementar

el rendimiento.

Se trabajo con tres niveles de cantidad de coctel enzimatico: 0 - 0,5 y 1mL/kg de
pulpa aplicados antes del despulpado. La materia prima adquirida previamente
lavada y desinfectada se dividid en tres lotes de 10 kg, a un lote no se le aplico el
tratamiento enzimatico, a otro lote se le aplicé con la cantidad de 0,5 mL/kg de
pulpa y a otro con la cantidad de 1 mL/kg de pulpa. Para cada experimento se

realizé una réplica.

Para evaluar el efecto del tratamiento enzimatico sobre el proceso de despulpado
y definir la cantidad de coctel enzimatico que permita obtener un mayor
rendimiento de pulpa, se realizd un analisis de varianza de una via y se tomé
como variable dependiente la cantidad de pulpa obtenida después de cada

experimento.

Cada formulacidén enzimatica que se usa es especifica y se escoge en funcion de

la composicion de la pared insoluble, la fruta o los resultados que se quieren
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obtener. Para el caso de este estudio se utiliz6 el coctel enzimatico Klerzyme
150® de DSM Food Specialties, su composicion es de pectinasa liquida extraida

del Aspergillus niger (Centerchem, 2006).

El tratamiento enzimatico consisti6 en una hidrélisis de 1 hora a 30 °C, las
condiciones fueron escogidas con base en el estudio realizado por Yacelga (2007)
en la obtencion de jugo clarificado de mora mediante MFT. En las pruebas
experimentales para la hidrélisis enzimatica se realizd la aplicacion del coctel

enzimatico en el mortifio desintegrado antes de someterlo al despulpado.

Para utilizar las pulpas obtenidas sin aplicar el tratamiento enzimatico en los
estudios posteriores de la evaluacion de su efecto sobre el proceso de MFT, se
procedi6 a realizar un tratamiento enzimatico en las pulpas después del
despulpado con cantidades de coctel enzimatico 0,5 y 1 mL/kg de pulpa durante 1
hora a 30 °C.

Para el disefio experimental y el analisis estadistico de los datos obtenidos se
utilizé el programa STATGRAPHICS Plus 5.1.

2.3.3 DESPULPADO

Para extraer la pulpa se utilizd un despulpador refinador horizontal de acero
inoxidable para frutas marca LANGENKAMP M5707, con un motor de 1104 W y
1725 rpm, se us6 una malla de 0,084 mm de diametro de poro. Los lotes de fruta
desintegrada hidrolizada pasaron al despulpador y se tomé el peso final de pulpa
obtenida para la evaluacion del efecto del tratamiento enzimatico sobre el

despulpado.

Para los estudios posteriores en MFT los lotes de fruta desintegrada restantes
pasaron al despulpado, un lote con tratamiento enzimatico y otro lote sin
tratamiento enzimatico de acuerdo al esquema experimental “antes de” y

“‘después de”.



45

La hidrélisis enzimatica se realizd bajo las condiciones de cantidad de coctel
enzimatico de 0,5 y 1 mL/kg de pulpa y temperatura de 30 °C durante 1 hora con
agitacion constante. El mortifio desintegrado se mantuvo a temperatura constante
durante el tratamiento enzimatico en la olla de volteo de 20 L de capacidad marca
HAMILTON Kettles, y el despulpado en la olla de volteo de 10 L de capacidad
marca LEGION.

La pulpa hidrolizada de mortifio obtenida en cada experimento y para cada sitio
de aplicacion se peso6 en la bascula TOLEDO SCALE COMPANY MODEL 2120

capacidad de 200 kg, se registraron todos los datos del peso obtenido.

Se tomaron muestras de 100 mL en cada etapa de la extraccion (desintegrado,
desintegrado hidrolizado, despulpado, pulpa hidrolizada “antes de” y pulpa
hidrolizada “después de”, para caracterizarlas. Las muestras de pulpa obtenidas
en cada experimento fueron envasadas en fundas de polietileno, etiquetadas y

almacenadas en camara de congelaciéon en la Planta Piloto del DECAB a -17 °C.

El esquema experimental y los procesos de operacién realizados se muestran en
la Figura 2.2. Las imagenes del proceso de extraccidn de pulpa de mortifio se

pueden ver en el Anexo VIII.
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2.4 ESTUDIO DEL EFECTO DE LA PRESION Y TRATAMIENTO
ENZIMATICO EN EL PROCESO DE MICROFILTRACION
TANGENCIAL

2.41 ESTUDIO DEL EFECTO DE LA PRESION EN EL PROCESO DE
MICROFILTRACION TANGENCIAL

Para evaluar el efecto de la presion transmembranaria (PTM) sobre el proceso de
MFT y definir el valor de PTM para obtener un mayor rendimiento de permeado se
realizaron experimentos en los cuales se carg6 al equipo de MFT una masa inicial
de pulpa (Mo) (entre 1,5 a 1,7 kg) y se midi6 cada 5 minutos la masa de
permeado obtenido (Mp). Con esta informacién se calculd el factor de retencion

(FR) correspondiente a cada tiempo, segun la siguiente férmula:

_ [2.2]

Para determinar la Mp obtenida para un FR de 1,5y 2 se realizé una interpolacién
de los datos registrados cada 5 minutos durante todo el proceso de MFT en cada

ensayo.

Se realizaron las pruebas de MFT con muestras de pulpa de mortifio hidrolizadas
“‘antes de” (A) y “después de” (D) el despulpado con la adicién del coctel
enzimatico Klerzyme 150 ® en cantidad de 1 mL/kg de pulpa. La PTM a evaluar
fue de 2 y 4 bar y se aplico a muestras de pulpa hidrolizada A y D. Se hizo una

réplica para cada ensayo.

Con el valor de la Mp correspondiente a cada prueba realizada a PTM de 2y 4
bar y con muestra de pulpa hidrolizada A y D se efectuo el respectivo analisis de

varianza de una via (ANOVA).

Para el disefio experimental y el analisis estadistico de los datos obtenidos se
utilizé el programa STATGRAPHICS Plus 5.1.
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2.4.1.1 Microfiltracion tangencial de pulpas hidrolizadas de mortifio

Esta operaciéon fue realizada con el objetivo de obtener un jugo clarificado de
mortifio a partir de la MFT de muestras de pulpa hidrolizada de mortifio, de forma
que mediante el uso de una membrana semipermeable se logre un proceso de
separacion en el cual, se mantenga la mayor cantidad de soélidos solubles en el

permeado y permanezcan los sélidos insolubles en el retenido.

2.4.1.2 Descripcion del equipo de microfiltracion tangencial

El proceso de microfiltracion tangencial se realizé en el médulo a escala de
laboratorio que se encuentra en la Planta Piloto del DECAB-EPN. ElI médulo es de
marca SEMATEC y trabaja con un sistema tipo batch que se puede observar en el
Anexo IX. En la Figura 2.3 se muestra un esquema del equipo de MFT utilizado

que consta de los siguientes componentes:

e Tanque de alimentacién de 5 L (E-1)

e Bomba de desplazamiento positivo para circulacion (BA)

e Intercambiador de calor tubular (E-2)

e EI mddulo de filtracion contiene en su interior una membrana de ceramica
KERASEP con 0,2 um de diametro de poro y un area de membrana de
0,0064 m? marca NOVASEP (E-3)

e Valvula para vaciar el tanque de alimentacion (V-1)

e Valvula para regular la presiéon transmembranaria (V-2)

e Valvulas para la salida del permeado (V-3, V-9)

e Valvula para eliminar el contenido del médulo (V-5)

e Valvula para regular la entrada de agua fria al intercambiador (V-6)

e Valvula para alimentacion al modulo (V-8)

¢ Mandmetro para medir la presion en la entrada del médulo (M)

e TermbOmetro para medir la temperatura (TH)

¢ Medidor de flujo de permeado (F)
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Figura 2.3 Esquema del equipo de microfiltracion tangencial utilizado

2.4.1.3 Proceso

Se us6 una membrana ceramica monocanal tipo tubular, la cual fue instalada en
el médulo de MFT. En la Tabla 2.3 se muestran las especificaciones técnicas de

la membrana.

Previamente se realizaron algunas pruebas experimentales para obtener

informacion que permitio definir los parametros de operacion.

Se us6 una bomba de desplazamiento positivo WAUKESHA SANITARY PUMP
para la alimentacion, en la cual antes de iniciar cada experimento se regulé el flujo
de alimentacién del equipo a un caudal de 6,5 L/min, para lograr una velocidad

interna de flujo de circulacién de 5 m/s.
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Tabla 2.3 Especificaciones técnicas de membrana ceramica KERASEP

Caracteristicas Dimension
Diadmetro de poro 0,2 pm
Diadmetro interno 0,6 cm
Diametro externo 0,10 cm

Longitud 40 cm
Area efectiva 0,0064 m’

La temperatura de trabajo fue de 25 °C durante el proceso. Para controlar esta
temperatura se utilizé un intercambiador de calor acoplado a una regulacién de
agua fria. Se tomaron los datos de temperatura en el tanque de alimentaciéon con
un termdémetro digital marca EXTECH INSTRUMENTS EasyView 15

Thermometer Datalogger cada 5 minutos.

Se utilizaron muestras de pulpa hidrolizadas de mortifio obtenidas en el proceso
de extraccidon bajo el tratamiento enzimatico realizado con una cantidad de coctel

enzimatico de 1 mL/kg de pulpa aplicado “antes de” y “después de” el despulpado.

Para efectuar la experimentacion y poder evaluar la presion transmembranaria
(PTM) de trabajo, se realizaron dos pruebas con las muestras de pulpa
hidrolizada “antes de”, una a PTM de 2 bar y otra a PTM de 4 bar; de la misma
manera se procedié con las muestras de pulpa hidrolizada “después de”. Para
cada prueba se carg6é aproximadamente de 1,5 a 1,7 kg de pulpa hidrolizada al
tanque de alimentacién del moédulo de MFT. En cada ensayo se realizd una

réplica.

Una vez que la muestra se depositd en el tanque de alimentacion antes de
encender la bomba de alimentacion todas las valvulas de salida fueron cerradas,

unicamente se dejo abierta la valvula de salida del permeado.

En cada prueba el volumen de permeado fue recolectado en un recipiente plastico

que se mantuvo sobre una balanza digital OHAUS Navigator NOH110 para
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monitorear el peso, también se midi6 el flujo de permeado a través de un medidor
de flujo marca Cole-Parmer acoplado a la manguera de salida. Los datos fueron

tomados cada 5 min.

Al inicio del proceso se puso a trabajar el equipo durante 5 minutos y se tomé una
muestra de alimentacién (pulpa) y una vez terminado el proceso se tom6 una
muestra del retenido final y una muestra del permeado, todas las muestras fueron

recogidas en frascos plasticos de 100 mL.

El permeado obtenido (jugo clarificado) se envaso6 en un recipiente plastico de 1 L
y junto con las muestras para analisis fueron etiquetadas y almacenadas en una

camara de congelacién a temperatura de -17 °C.

Finalizado el proceso se lavo el equipo de MFT para evitar que la permeabilidad
de la membrana disminuya debido al colmataje producido. Una vez terminado el
lavado se realizd un procedimiento para determinar la permeabilidad hidraulica y
verificar si volvid a su permeabilidad original. Los reactivos que se usaron y los
procedimientos que se siguieron estan detallados en los manuales de operacion y

limpieza desarrollados por el DECAB y anexados junto al equipo.

2.42 ESTUDIO DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO ENZIMATICO EN EL
PROCESO DE MICROFILTRACION TANGENCIAL

Se utilizd un disefio experimental 2? para evaluar el efecto del tratamiento
enzimatico en el proceso de MFT, los variables a evaluar fueron la cantidad de
coctel enzimatico Klerzyme 150® a dos niveles que fueron 0,5y 1 mL/kg de pulpa;
y el sitio de aplicacién del tratamiento enzimatico “antes de” y “después de” el
despulpado. Se usaron dos variables de respuesta para el analisis estadistico,
estas fueron: el contenido de antocianinas en la alimentacion (Ro) y en el

permeado (P).

Las pruebas experimentales de MFT se realizaron con muestras de pulpa de
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mortifio hidrolizadas “antes de” y “después de” el despulpado con la cantidad de
coctel enzimatico Klerzyme 150® de 0,5 y 1 mL/kg de pulpa. Se trabaj6é con la
PTM de 2 bar para pulpas hidrolizadas “después de” y de 4 bar para pulpas

hidrolizadas “antes de”.

Se tomaron muestras de Ro y P durante cada prueba experimental a las cuales
se les realiz6 el analisis de contenido de antocianinas mediante el método Giusti y
Wrolstad (2001) descrito en el Anexo IV. En el caso de Ro se usaron 1,5 g de

muestra y para P de 0,1 — 0,3 mL de muestra.

Para el disefio experimental y el analisis estadistico de los datos obtenidos se
utilizé el programa STATGRAPHICS Plus 5.1.

2.5 OBTENCION DE JUGO CLARIFICADO CONCENTRADO DE
MORTINO POR OSMOSIS INVERSA

2.5.1 OSMOSIS INVERSA

Esta operacion se realiz6 con el fin de concentrar el jugo clarificado de mortifio
obtenido en el proceso de microfiltracién tangencial. El objetivo fue incrementar la
concentracion de sélidos solubles (°Brix) preservando la cantidad y actividad de

los componentes bioactivos.

2.5.1.1 Descripcion del equipo de 6smosis inversa

Para realizar el proceso de O6smosis inversa se usdé un moédulo a escala de
laboratorio MICRO 240 en el DECAB-EPN. El moédulo es un sistema tipo que se
presenta en el Anexo X. En la Figura 2.4 se muestra un esquema del equipo de

o6smosis inversa utilizado que consta de los siguientes componentes:
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Tanque de alimentacién de 5 L (E-1)

El médulo de filtracidn contiene en su interior una membrana AFC99 de
poliamida con 0,2 um de diametro de poro y un area de membrana de
0,024 m? marca Aquious — PCl Membranes (E-3)

Bomba de pistones para alimentacion y circulacion (BA)

Intercambiador de calor tubular (E-2)

Valvula para regular la presion (V-1)

Valvula para regular el flujo de alimentacion (V-3)

Valvula para vaciar el tanque de alimentacion (V-4)

Valvula para eliminar el contenido del médulo (V-6)

Valvula para regular el flujo de recirculaciéon

Mandémetro para medir la presién en la entrada del modulo (M)

l | RETENIDO
I j"
V-1

la

MODULO

TANQUE

PERMEADO DE
] ALIMENTACION
AGUA —r— =
Y -, FRA V-5 U

m
[

E-2

E-1

Py DR I N

Figura 2.4 Esquema del equipo de 6smosis inversa MICRO 240
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2.5.1.2 Proceso

Se utiliz6 una membrana de poliamida AFC99 que tiene una exclusion de NaCl
del 99 %, la membrana se instaldé en el mddulo de ésmosis inversa MICRO 240.

En la Tabla 2.4 se muestran las especificaciones técnicas de la membrana.

Para definir la mejor velocidad de circulacibn se realizaron pruebas
experimentales haciendo circular agua a velocidades de: 1, 1,5, 2, y 2,5 m/s.
Primero se calcul6 el caudal necesario para cada velocidad, luego se ajust6 en el
motor de la bomba a través del control automatico de velocidad LEESON
SPEEDMASTER la frecuencia respectiva para obtener el caudal respectivo a
cada velocidad.

Tabla 2.4 Especificaciones técnicas de la membrana de poliamida Aquious PCI

Membranes
Caracteristicas Dimension
Diametro de poro 0,2 pm
Diametro interno 1,2 cm
Diametro externo 1,35 cm
Longitud 32,5cm
Area efectiva 0,024 m’
Presion maxima 64 bar
Rango de pH 3-11
Rango de temperatura | 0—70°C

Posteriormente se realizé una prueba experimental con una muestra de 1,5 L de
jugo clarificado de mortifio, se midi6 el flujo de permeado a cada velocidad a los 5
minutos de iniciado el proceso a 870 psi de PTM; y antes de que se vacie el
tanque de alimentacion a 500 psi de PTM se volvié a medir el flujo de permeado.

Se mantuvo una temperatura constante de 30 °C.

Se realizd una prueba preliminar para obtener datos del peso de muestra inicial y

de la concentracion de solidos solubles inicial y final, con la informacién obtenida
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se realiz6 un balance de masa para calcular el peso de muestra que se debia
usar al inicio de la prueba para lograr un valor en el producto final de °Brix que
sea lo mas cercano al promedio maximo de concentracidén (25 °Brix) obtenido en
otros estudios de obtencion de jugos concentrados de frutas realizados por
Marcillo (2010). La masa de alimentacién es igual a la masa del permeado mas la

masa del retenido.

Se us6 una bomba de pistones marca CAT PUMPS Model 1051 para la
alimentacion, en la cual antes de iniciar cada experimento se regulé la velocidad
de circulacion a 2 m/s a través del control automatico de velocidad. La PTM de

trabajo se mantuvo estable mediante la valvula de regulacion (V-1).

La PTM y la temperatura de trabajo escogidos para la operacion fueron de 60
bares (870 psi) y 30 °C, éstos se mantuvieron constantes durante todo el proceso.
Los valores de estas variables se escogieron con base en los estudios de
obtencion de jugos clarificados concentrados de mora, tomate de arbol y naranijilla

mediante el uso de tecnologia de membranas realizado por Marcillo (2010).

La temperatura establecida durante el proceso en las pruebas preliminares vy
experimentales se controlé a través de un termémetro digital marca EXTECH
INSTRUMENTS EasyView 15 Thermometer Datalogger sumergido en el tanque
de alimentacion durante todo el proceso y se registraron las medidas cada 5 min.
La temperatura se mantuvo estable a través la regulacion de la valvula de entrada

de agua fria (V-5) al intercambiador tubular de calor acoplado al equipo de Ol.

Se usaron muestras de jugo clarificado de mortifio obtenido en el proceso de
microfiltracion tangencial realizado en el equipo de MFT a escala piloto TIA
(Techiques Industrielles Apliquees) F84500 BOLLENE en la Planta Piloto del
DECAB-EPN.

Las condiciones del proceso de MFT fueron: PTM de 4 bar y temperatura de 30

°C a partir de una muestra de pulpa hidrolizada de mortiio obtenida con el
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proceso de extraccion con tratamiento enzimatico aplicado antes del despulpado

con la cantidad de coctel enzimatico de 1 mL/kg de pulpa.

Los ensayos de concentracion se realizaron con aproximadamente 4 kg de
muestra del jugo clarificado de mortifio obtenido en la MFT realizada en el equipo
de MFT a escala piloto TIA y una vez finalizado el proceso se obtuvieron masas
finales de permeado y de retenido (jugo clarificado concentrado de mortifio). Se
asume que una cantidad de retenido se quedo en las paredes y tuberias dentro

del equipo, este volumen se denomina volumen muerto.

La muestra se depositd en el tanque de alimentacién y antes de encender la
bomba de alimentacion la valvula de salida (V-6) fue cerrada, unicamente se dejé

abierta la salida del permeado.

El volumen de permeado fue recolectado en un frasco plastico ubicado sobre una
balanza digital OHAUS Scout Pro SP2001 en la cual se registr6 el peso en
intervalos de tiempo, la medida del flujo de salida de permeado se la realizd
recolectando en una probeta el volumen de permeado en un intervalo de tiempo
medido a través de un crondmetro digital y se apuntd la medida en mL. Se tomé
una muestra de retenido para medir los grados °Brix. Todas las mediciones se
realizaron a tiempo 0 y luego cada 5 min, 10 min, 15 min hasta que se consuma
aproximadamente la mitad de la muestra depositada en el tanque de alimentacion

y en intervalos de 30 min hasta finalizar el proceso.

A los 5 minutos de iniciado el proceso se tom6 una muestra de la alimentacion
que se definid como retenido inicial y una vez terminado el proceso se tomaron
una muestra del retenido final y una muestra del permeado, las muestras fueron

tomadas en frascos plasticos de 100 mL.

El jugo clarificado concentrado de mortifio obtenido (retenido final) se envasé en
un frasco plastico de 1 L y se acopidé junto a las muestras tomadas para
caracterizacion las cuales fueron etiquetadas y almacenadas en la camara de
congelacion de la Planta Piloto del DECAB a -17 °C.
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Al finalizar el proceso se abri6 la valvula de salida (V-6) del tanque de
alimentacion y se encendié la bomba de alimentacion por unos segundos, de esta
manera se recolectd la mayor cantidad de retenido (jugo clarificado concentrado)

alojado dentro del equipo.

Luego se procedio a realizar un lavado del equipo de Ol para conservar la calidad
y la permeabilidad original de la membrana. Una vez terminado el lavado se
realizd un procedimiento para determinar la permeabilidad hidraulica y verificar si
volvi6 a su permeabilidad original. Los reactivos que se usaron y los
procedimientos que se siguieron estan detallados en los manuales de operacion y

limpieza desarrollados por el DECAB y anexados junto al equipo.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 CARACTERIZACION DE MATERIA PRIMA

3.1.1 ANALISIS FISICO-QUIMICOS

En la Tabla 3.1 se presentan los resultados de los analisis fisico-quimicos para el

mortifio (Vaccinium floribundum Kunth).

Tabla 3.1 Analisis fisico-quimicos del mortifio (Vaccinium floribundum Kunth)

PARAMETRO RESULTADO
PESO ' (g) 0,33 + 0,06
COLOR NooM30Cro
SOLIDOS SOLUBLES ? (°Brix) 11+0,91
pH’ 2,61+ 0,06
ACIDEZ TITULABLE * (g Acido citrico/100 g PF) 7,72+ 0,08

Media + DE (n = 100)' *Media + DE (n = 4); * Media = DE (n = 3)
N = negro, M = magenta, C = cyan; PF = peso fruta fresca

La fruta fresca presenta un color negro azulado muy oscuro en su estado de
madurez organoléptica de acuerdo a la combinacién de negro, magenta y cyan

determinada en el Atlas de colores de Kippers (2002).

La medida de °Brix es un buen estimador del contenido de azucar, mientras mas
alto es el valor del °Brix existe una mayor cantidad, se puede observar en la Tabla

3.1 que el mortifio presenta una baja cantidad de azucares.

El grado de acidez en frutas esta relacionado directamente con el contenido de
acidos organicos, a mayor contenido de acidos la acidez de la fruta es mas alta.
El acido predominante de la fruta es el que se utiliza para calcular el porcentaje de
acidez y el resultado se reporta en funcion de este acido. En el mortifio el acido
citrico es el que se encuentra en mayor cantidad como se muestra en la Tabla
3.2.
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De acuerdo al bajo valor de pH y valor de la acidez se puede confirmar que el
mortifio es una fruta que se encuentra dentro del grupo de las frutas consideradas

como Aacidas.

3.1.2 COMPOSICION QUIMICA

En la Tabla 3.2 se muestra la composicion quimica del mortifio. Los analisis
fueron realizados con muestras de mortifio fresco, y en algunos casos en los que
fue necesario se hicieron los analisis a partir de una muestra de mortifio liofilizado
para lo cual se realizé6 posteriormente la conversion de resultados utilizando la

humedad de la fruta fresca vy liofilizada.

Si se comparan los resultados obtenidos en el analisis de algunos minerales como
el calcio, hierro, magnesio, cobre y zinc; la fibra dietética total; y el contenido de
fructosa y glucosa con los valores reportados en la caracterizacion realizada por
Vasco et al., (2009) se puede ver que los valores en ambos estudios se
encuentran en el mismo rango. En parametros como la humedad, contenido de
proteinas, cenizas y grasa se puede observar que se obtuvieron los mismos
promedios. Se puede decir que la fruta tiene un alto contenido de potasio,

magnesio y calcio y un bajo contenido de azucares.

El contenido de acidos galacturénicos de la fruta es 0,52 %, lo que indica que la

fruta presenta una baja cantidad de pectina.

Los valores del contenido de acidos organicos como el acido citrico y acido malico
son menores a los reportados por Vasco et al., (2009), se mantienen en un nivel
bajo, es decir la fruta no presenta una cantidad considerable de estos

compuestos.

En cuanto al contenido de compuestos fendlicos solubles totales, Vasco et al,,
(2009) reporta un promedio de 882 mg AG/100 g, si este valor se compara con el

valor de 729,48 mg AG/100 g obtenido en esta investigacion se observa que en
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ambos estudios se obtuvieron valores mayores a los presentes en otras frutas

ecuatorianas como el caso de Mosquera (2008) que reporta 204,12 mg AG/100 g

para naranjilla y Badillo (2008) que reporta 56 mg AG/100 g para uvilla.

Tabla 3.2 Composicion quimica del mortifio (Vaccinium floribundum Kunth)

PARAMETRO RESULTADO
HUMEDAD '(g/100 g PF) 80,09+ 0,16
PROTEINAS "(g/100 g PF) 0,76
CENIZAS "(g/100 g PF) 0,34 + 0,01
EXTRACTO ETEREO "(g/100 g PF) 0,96
ACIDOS GALACTURONICOS® (g/100 g PF) 0,52 + 0,04
ANALISIS DE MINERALES '
Ca (mg/100 g PF) 15,54 + 1,14
K (mg/100 g PF) 142,04+ 1,88
Mg (mg/100 g PF) 21,22+ 1,90
Cu (mg/100 g PF) 0,11 + 0,00
Zn (mg/100 g PF) 0,21+ 0,00
Fe (mg/100 g PF) 0,77+ 0,00
FIBRA DIETETICA TOTAL * (g/100 g PF) 5,87
CONTENIDO DE AZUCARES'™
Fructosa (g/100 g PF) 4,55+ 0,06
Glucosa (g/100 g PF) 2,96 + 0,04
Sacarosa (g/100 g PF) ND
VITAMINA C '™ (mg/100 g PF) 1,27 + 0,02
CONTENIDO DE ACIDOS ORGANICOS '™
Acido citrico (mg/100 g PF) 1 185,99 + 74,53
Acido malico (mg/100 g PF) 451,52 + 14,96
Acido tartarico (mg/100 g PF) ND
CONTENIDO DE CAROTENOIDES ' (mg/100 g PF) 0,13 + 0,00
COMPUESTOS FENOLICOS SOLUBLES TOTALES ‘(mg AG/100 g PF) | 729,48 + 112,85
ANTOCIANINAS '(mg/100 g PF) 356,73 + 35,17
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE * (mg Trolox/100 g PF) 1192,86 + 19,62

Todos los resultados estan expresados por peso de fruta fresca, para la conversion se uso el contenido
de humedad en mortifio fresco (80,09 g/100gPF) y *liofilizado (5,845 g/100gPF), **(1,72g/100gPF)

"Media £ DE (n = 2); *Media + DE (n = 4); * Media = DE (n = 3)
PF = Peso de fruta fresca; AG = Acido galico; ND = Bajo el limite de deteccion
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En el estudio realizado por Vasco et al., (2008) reportan contenidos de
compuestos fendlicos solubles totales de algunas frutas ecuatorianas como el
taxo (1010 mg AG/100 g), guayaba (462 mg AG/100 g) y ciruela (440 mg AG/100
g). Si se compara estos valores con el contenido de compuestos fendlicos
obtenido en este estudio para el mortifio (729,48 mg AG/100 g) se puede afirmar

que la fruta tiene un alto contenido de estos compuestos.

En el presente estudio se obtuvo un valor de capacidad antioxidante de 1192,86
mg Trolox/100 g, éste es un valor cercano a 1203 mg Trolox/100 g reportado por
Vasco et al.,, (2009) para mortino. Ambos valores se encuentran en el mismo
rango de capacidad antioxidante de otras frutas ecuatorianas reportadas por
Vasco et al., (2008) como mora (1302 mg Trolox/100 g) y guayaba (1051 mg
Trolox/100 g).

Por lo tanto, el mortifio se ubica entre las frutas del Ecuador con mayor capacidad
antioxidante, lo cual se justifica por la presencia de un alto contenido de algunos
componentes con actividad antioxidante en la fruta, como son los compuestos

fenodlicos.

El contenido de carotenoides es muy bajo, es por esto que es imperceptible este

pigmento a simple vista en la fruta fresca.

3.2 RESULTADOS DEL ESTUDIO DEL EFECTO DEL
TRATAMIENTO ENZIMATICO EN EL RENDIMIENTO DEL
PROCESO DE DESPULPADO DE MORTINO

En la Tabla 3.3 se muestran los resultados obtenidos para cada experimento en la
extraccion de pulpa de mortifio durante la experimentaciéon de acuerdo al disefio

experimental escogido.
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Tabla 3.3 Peso de pulpa de mortifio obtenido en la extraccion

EXPERIVENTO|  Coni0nd desocd it | P | P de
1 0,0 10 3,50
1 0,0 10 4,00
2 0,5 10 5,50
2 0,5 10 5,00
3 1,0 10 6,50
3 1,0 10 6,25

Con los datos de la Tabla 3.3 se realizd un analisis de varianza de una via en el
programa STATGRAPHICS Plus 5.1 con el fin de definir las variables que tienen
un efecto significativo, asi como los niveles de cada variable a los cuales se

obtiene el mayor rendimiento en la extraccién de pulpa.

En la Tabla 3.3 se observa que en los experimentos en los cuales se aplicé un
tratamiento enzimatico con 0,5 y 1 mL de Klerzyme 150® por kg de pulpa se

obtienen mayores rendimientos de pulpa que cuando se aplican 0 mL/kg de pulpa.

En las Tablas 3.4 y 3.5 se muestran los resultados del analisis de varianza para el
peso obtenido de pulpa en cada ensayo de extraccion. La tabla de analisis de
varianza (ANOVA) descompone la varianza del peso de pulpa en dos

componentes: un componente entre grupos y un componente dentro de los

grupos.
Tabla 3.4 Analisis de varianza para el peso obtenido de pulpa
Fuente Suma de cuadrados | Cuadrado medio | F-Ratio | P-Valor
Entre grupos 6,9375 3,46875
Intra grupos 0,2812 0,09375 0,37 0,0077

Entre grupos: Varianza entre experimentos 1, 2, 3
Intra grupos: Varianza entre experimentol y réplica 1; experimento 2 y réplica 2;
experimento 3 y réplica 3

Se puede observar en la Tabla 3.4 que existen diferencias significativas (p<0,05)

entre las medias del peso de pulpa obtenido de un experimento a otro para un
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nivel de confianza del 95 %. Para determinar las medias que son
significativamente diferentes unas de otras en la Tabla 3.5 se muestra el contraste

de rangos multiples reportado por el programa estadistico.
Esto quiere decir que el diferente peso de pulpa obtenido es estadisticamente
significativo si se aplica o no se aplica un tratamiento enzimatico antes del

despulpado.

Tabla 3.5 Contraste multiple de rango para peso de pulpa segin el experimento

EXPERIMENTO | Ensayos | Media | Grupos homogéneos
1 2 3,750 X
2 2 5,250 X
3 2 6,375 X
Contraste Diferencias +/- Limites

1-2 *-1,500 0,974422

1-3 * 2,625 0,974422

2-3 *-1,125 0,974422

*Indica una diferencia significativa

En la Tabla 3.5 se identifica que no existe un grupo homogéneo segun la
alineacion del signo “X” en la columna, se aplica un procedimiento de
comparacion multiple para determinar las medias que son significativamente

diferentes unas de otras.

De acuerdo a los resultados del analisis estadistico se observa que la aplicaciéon
de un tratamiento enzimatico antes del despulpado si influye significativamente en

el rendimiento de la extraccion de pulpa de mortifio.

También se puede ver que existen diferencias significativas si se aplica una
cantidad mayor de coctel enzimatico. A mayor cantidad de coctel enzimatico
aplicado, mayor es el peso de pulpa obtenido. Por lo tanto, la cantidad de coctel
enzimatico Klerzyme 150° de 1 mL/kg de pulpa aplicado antes del despulpado fue

el tratamiento elegido para obtener los mayores rendimientos en la extraccion.
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En otros estudios de obtencién de jugos clarificados de varias frutas como mora,
babaco y naranjilla efectuados por Yacelga (2007), Salgado (2001) y Mosquera
(2008) respectivamente; también se puede ver que las mayores cantidades del
coctel enzimatico Klerzyme 150® aplicadas en el tratamiento enzimatico a la fruta
en el proceso del despulpado como un paso previo a la MFT son las que permiten

obtener mayores rendimientos de pulpa.

El coctel enzimatico Klerzyme 150° ayudé a extraer mayor cantidad de sélidos
solubles incorporandoles a la fraccion liquida que atraviesa la malla del
despulpador de acuerdo con las recomendaciones del fabricante para ser usado
en la maceracion de frutos o bayas rojas, dado que contiene pectinasas
especificas que son requeridas para un procesamiento activo y estable de la
pulpa o jugo acido de frutos rojos con un alto contenido de compuestos fendlicos
(Centerchem, 2006).

La extraccion del jugo de los frutos rojos es un proceso delicado para poder lograr
la preservacién del color y el aroma natural de la fruta. Es importante que el coctel
enzimatico permita obtener los niveles de despectinizacidén y estabilidad de color
requerido al mismo tiempo que se alcancen altos rendimientos de pulpa
(Centerchem, 2006).

Adicionalmente en cada bloque de extraccion se tomaron muestras en cada
etapa: pulpa (EP), desintegrado (ED), desintegrado hidrolizado (EDE), pulpa
hidrolizada antes del despulpado (EPEA) (obtenida a partir de un desintegrado
hidrolizado) y pulpa hidrolizada después del despulpado (EPED). A estas
muestras se les realizd un analisis del contenido de antocianinas y los valores

obtenidos se presentan en la Tabla 3.6.

En la Tabla 3.6 se puede observar que el mayor contenido de antocianinas esta
presente en el mortifio desintegrado sin tratamiento enzimatico (ED) para fruta
fresca; y para pulpas en la pulpa hidrolizada de mortifio (EPEA) cuando el
tratamiento enzimatico se aplica antes del despulpado con cantidad de coctel

enzimatico de 1 mL/kg de pulpa. La disminucion del contenido de antocianinas
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entre ED y EPEA se debe al material insoluble (cascara y semillas) que no

atraviesan la malla del despulpador.

Tabla 3.6 Contenido de antocianinas en cada etapa de extraccion de pulpa de mortifio

Cantidad de Antocianinas (mg/100g)
Klerzyme
150 (mL/kg EP ED EDE EPEA EPED
de pulpa)
1,0 59,77+ 5,58 | 374,49 +£ 14,73 | 335,30+ 12,18 | 214,37 +4,93 | 57,27 + 2,61
1,0 63,35+4,37 | 394,58 £ 17,53 | 385,96 + 16,35 | 281,82 + 8,95 | 44,39 + 2,87
0,5 46,31 +£2,71 | 314,48 £ 15,87 | 235,20+ 6,11 | 168,99 + 3,05 | 45,30 + 0,99
0,5 72,41 £6,18 | 343,37+ 14,28 | 238,45+4,79 | 180,54+ 7,37 | 75,79 + 0,82

EP = Pulpa; ED = Desintegrado; EDE = Desintegrado hidrolizado;
EPEA = Pulpa hidrolizada antes del despulpado;

EPED = Pulpa hidrolizada después del despulpado; Media + DE (n = 3)

La mayor cantidad de antocianinas se encuentran en la cascara de la fruta, por lo

tanto, la hidrélisis enzimatica aplicada directamente en el desintegrado de mortifio

actua sobre estas paredes celulares y permite una mayor extraccion de

antocianinas.

Cuando se usa tanto para maceracion como para despectinizacion, el coctel

enzimatico Klerzyme 150® permite la liberacion de la pectina de color rojo de

forma estable en el producto final porque no tiene actividad antocianasa, es decir,

no provoca dafo en las antocianinas (Centerchem, 2006).
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3.3 RESULTADOS DEL ESTUDIO DEL EFECTO DE LA PRESION
Y EL TRATAMIENTO ENZIMATICO EN EL PROCESO DE
MICROFILTRACION TANGENCIAL DE LA PULPA DE
MORTINO

En este estudio se evalud en primer lugar el efecto de la presién en el proceso de
MFT con el objetivo de determinar la presion transmembranaria (PTM) que

permita incrementar el rendimiento de la masa de permeado obtenido.

Las enzimas anadidas a la pulpa de mortifio durante el proceso de extraccion no
se inactivan en ningun momento, por lo tanto, contintan trabajando y van tener un

efecto en el siguiente proceso al que sean sometidas.

Consecuentemente, se evalu6é el efecto del tratamiento enzimatico sobre el
proceso de MFT de pulpas obtenidas en el proceso de extraccion de pulpa con las
variables: cantidad de coctel enzimatico de 0,5 y 1,0 mL/kg de pulpa y sitio de

aplicacion antes o después del despulpado.

3.3.1 EFECTO DE LA PRESION EN EL PROCESO DE MICROFILTRACION
TANGENCIAL

En las Figuras 3.1, 3.2, 3.3 y 3.4 se muestra la variacion del flujo de permeado en
funcién del FR para cada ensayo realizado con muestras de pulpa hidrolizada

“antes de” y “después de” respectivamente.

En las Figuras 3.1 y 3.2 se puede observar que el flujo de permeado se mantiene
estable durante el proceso de MFT realizado con pulpa hidrolizada “antes de” a

PTM de 2 y 4 bar respectivamente hasta alcanzar el FR 2.

Al inicio del proceso se alcanza un flujo de permeado hasta que se forma la

primera capa de torta de solidos insolubles en la superficie de la membrana, luego
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hay una abrupta disminucion debido a la barrera que produce esta colmatacion en

la MFT.
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Figura 3.1 Variacién del flujo de permeado en funcidn del FR en la MFT de pulpas
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Figura 3.2 Variacién del flujo de permeado en funcidn del FR en la MFT de pulpas

La pulpa de fruta sigue circulando y actia como un limpiador natural de la
membrana impulsado por la PTM, entonces el flujo de permeado vuelve a subir y

se estabiliza, para pulpas hidrolizadas “antes de” a 2 bar a partir de 2,0 L/hm? ya

hidrolizadas “antes de” a 4 bar de PTM

4 bar a partir de 1,5 L/hm?.

En las Figuras 3.1 y 3.2 también se puede ver que en los ensayos realizados a 2
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bar de PTM se obtienen mayores flujos de permeado (2,4 L/hm?) que en los
ensayos efectuados a 4 bar de PTM (1,8 L/hm?) al momento que el proceso

alcanza un FR de 2.
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Figura 3.3 Variacion del flujo de permeado en funcion del FR en la MFT de pulpas
hidrolizadas “después de” a 2 bar de PTM
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Figura 3.4 Variacion del flujo de permeado en funcion del FR en la MFT de pulpas
hidrolizadas “después de” a 4 bar de PTM

En la Figura 3.3 se puede observar que el flujo de permeado va incrementando
hasta alcanzar el FR de 2 y luego se estabiliza durante el proceso de MFT
realizado con pulpa hidrolizada “después de” a PTM de 2 bar a partir de 8 L/hm?.

Al inicio del proceso se alcanza un flujo de permeado hasta que se forma la
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primera capa de torta de solidos insolubles en la superficie de la membrana, luego

hay una disminucién debido a la barrera que produce esta colmatacion en la MFT.

La pulpa de fruta sigue circulando y actia como un limpiador de la membrana
impulsado por la PTM, entonces el flujo de permeado vuelve a subir y se

estabiliza.

En la Figura 3.4 se puede observar que el flujo de permeado también va
incrementando hasta alcanzar el FR de 2 pero tiene un comportamiento muy
inestable durante el proceso de MFT realizado con pulpa hidrolizada “después de”
a PTM de 4 bar. Esto se debio a la gran cantidad de semillas presentes en la
pulpa y la falta de agitacion constante en el tanque de alimentacion.

En las Figuras 3.3 y 3.4 se puede ver que se obtienen flujos de permeado mas
altos (7 — 9 L/hm?) en ensayos realizados a 2 y 4 bar de PTM con pulpas
hidrolizadas “después de” que con pulpas hidrolizadas “antes de” el despulpado al

instante que se alcanza un FR de 2.

La disminucién del flujo del permeado al inicio que se muestra en las Figuras 3.1,
3.2, 3.3 y 3.4 también se debe al residuo de agua del lavado alojado en el interior

del equipo al inicio del proceso.

En cada ensayo el flujo de permeado se mostrd inestable porque no se mantuvo
una agitacion constante en el tanque de alimentacién durante el tiempo que duré
cada ensayo debido a que el equipo no cuenta con un sistema de agitacion
automatica integrado, la agitacién solo se la realizaba manualmente en intervalos
de 10 minutos. Ademas las enzimas contindan trabajando en la capa de sélidos
que tapona la membrana y hace que esta se descomponga paulatinamente,
entonces el flujo de permeado se incrementa rapidamente pero se vuelve a

estabilizar cuando la capa de sélidos se vuelve a formar.

El flujo de permeado es diferente en cada ensayo porque no se us6 siempre la

misma Mo. La Mp no varia al momento de alcanzar cada FR porque es
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independiente de la Mo que se usé. Es por esto que se utilizé la Mp como variable

de respuesta en el analisis estadistico.

Los valores de Mp calculados en cada prueba para FR de 1,5y 2 se presentan en
la Tabla 3.7. Se realizé un analisis de varianza de una via de Mp para FRde 1,5y
2, se uso el programa STATGRAPHICS Plus 5.1. En las Tablas 3.8 y 3.9 se

muestran los resultados del analisis estadistico.

Tabla 3.7 Masa de permeado en las pruebas de MFT para alcanzar el FR de 1,5y 2

EXPERIMENTO | Mp para FRV 1,5(g) | Mp para FRV 2 (g)
476,3 714,4
A 2 bar
498,2 747,2
477,1 715,3
D 2 bar
5889 882,0
455,4 683,0
A 4 bar
4484 672,4
752,77 1128,9
D 4 bar
572,5 858,4

En la Tabla 3.7 se puede observar que los mayores Mp para FR 1,5y 2 se
obtuvieron en los ensayos de MFT realizados con muestras de pulpa hidrolizada

después del despulpado a 2 y 4 bar de PTM.

Tabla 3.8 Analisis de varianza de Mp para FR de 1,5

Fuente Sumas de cuadrados | Cuadrado medio | Cociente-F | P-Valor
Entre grupos 50929,1 16 979,4
Intra grupos 22 749,9 5 687,49 2,98 0,1591

Entre grupos: Varianza entre experimentos A2bar, A4bar, D2bar y D4bar
Intra grupos: Varianza entre experimento A2bar y su réplica; A4bar y su réplica; D2bar y su
réplica; D4bar y su réplica

La tabla ANOVA descompone la varianza de Mp para FR 1,5 en dos
componentes: un componente que analiza la varianza entre experimentos (entre
grupos) y un componente que analiza la varianza entre cada experimento y su

respectiva réplica (intra grupos).
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Se puede observar en las Tablas 3.8 y 3.9 que no existen diferencias
significativas (p>0,05) entre las medias del Mp para FR de 1,5 y 2 de un

experimento a otro para un nivel de confianza del 95 %.

Tabla 3.9 Analisis de varianza de Mp para FR de 2

Fuente Sumas de cuadrados | Cuadrado medio | Cociente-F | P-Valor
Entre grupos 114 496,0 38165,3
2,99 0,1589
Intra grupos 51073,7 12 768,4

Entre grupos: Varianza entre experimentos A2bar, A4bar, D2bar y D4bar
Intra grupos: Varianza entre experimento A2bar y su réplica; Adbar y su réplica; D2bar y su
réplica; D4bar y su réplica

En consecuencia de los resultados obtenidos estadisticamente se puede observar
que no existe diferencias estadisticamente significativas entre las Mp obtenidas
en cada experimento de MFT realizado tanto para PTM de 2 bar como para PTM
de 4 bar.

Si bien no existen diferencias significativas también se puede observar que se
obtiene una mayor Mp tanto para FR 1,5 y 2 a diferentes presiones segun el sitio
de aplicacién del tratamiento enzimatico realizado previamente, es decir cuando el
experimento de MFT se realiza con muestras de pulpa hidrolizada antes del
despulpado el rendimiento de Mp es mayor a PTM de 2 bar y cuando el
experimento de MFT se realiza con muestras de pulpa hidrolizada después del

despulpado el rendimiento es mayor a 4 bar de PTM.

Para escoger la PTM a utilizar en la MFT de pulpas hidrolizadas de mortifio se
puede tomar como referencia el sitio de aplicacion del tratamiento enzimatico al

cual previamente haya sido sometida la pulpa.

En los ensayos realizados con muestras de pulpa hidrolizada “después de” se
consiguieron volumenes de permeado y promedios de flujo de permeado mayores
que los obtenidos en ensayos realizados con muestras de pulpa hidrolizada
“antes de”, sin embargo, esta ultima es la que contiene una mayor cantidad de

antocianinas y, por lo tanto, una mayor capacidad antioxidante.
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3.3.2 EFECTO DEL TRATAMIENTO ENZIMATICO EN EL PROCESO DE
MICROFILTRACION TANGENCIAL DE LA PULPA DE MORTINO

El tratamiento enzimatico se emplea como un paso previo al proceso de
microfiltracion tangencial con el objetivo de disminuir los soélidos insolubles
suspendidos y de esta manera, reducir el colmataje de la membrana e
incrementar el rendimiento del permeado (jugo clarificado). El coctel enzimatico
utilizado Klerzyme 150® ayuda a extraer sélidos solubles de la fruta sin causar

dano sobre las antocianinas.

Obtener el mayor contenido de antocianinas en el jugo clarificado es el objetivo

principal del estudio del efecto del tratamiento enzimatico sobre la MFT.

En la Tabla 3.10 se muestran los valores del contenido de antocianinas en cada
muestra de alimentaciéon (Ro) y jugo clarificado (P) pertenecientes a cada ensayo
de MFT realizado con pulpa hidrolizada “antes de” (A) y “después de” (D) el
despulpado con las cantidades de Klerzyme 150® de 0,5 y 1 mL/kg de pulpa. Para
pulpas A se trabaj6é a 4 bar de PTM y para pulpas D, a 2 bar de PTM.

Tabla 3.10 Contenido de antocianinas en muestras de Ro y P para cada prueba de MFT

Cantidad de Sitio de Antocianinas (mg/100g)
Muestra Klerzyme 150 aplicacién
(mL/kg de pulpa) | *P Ro P

0,5 ANTES DE 101,27 41,07

0,5 ANTES DE 122,52 47,31
A 4 bar

1,0 ANTES DE 124,91 74,87

1,0 ANTES DE 143,67 120,06

0,5 DESPUESDE| 26,30 13,28

0,5 DESPUES DE 31,51 17,39
D 2 bar -

1,0 DESPUES DE 27,58 21,31

1,0 DESPUES DE 32,20 25,41

Ro = Muestra de retenido inicial (alimentacién)

P = Muestra de permeado (jugo clarificado)

El contenido de antocianinas en el P se obtuvo en mg/100 mL y se convirtio
amg/100 g con la densidad de jugo clarificado: “antes de”: 1,0486 g/mL y
“después de”: 1,0482 g/mL
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En la Tabla 3.10 se puede observar que existe una disminucién del contenido de
antocianinas en el permeado en relacidén al contenido inicial de antocianinas en la
alimentacion. Esto se debe a la gran cantidad de antocianinas que se encuentran
en los sélidos insolubles (semillas, cascara) que no atraviesan la membrana. Con

los resultados del contenido de antocianinas se realizé el analisis estadistico.
En las Tablas 3.11 y 3.12 se presentan los resultados del analisis de varianza
para los valores del contenido de antocianinas en el Ro (alimentacion) y en el P

(jugo clarificado) segun el sitio de aplicacion y la cantidad de coctel enzimatico.

Tabla 3.11 Analisis de varianza para el contenido de antocianinas en Ro

Fuente Suma de cuadrados | Cuadrado medio | F-Ratio | P-Valor
A:Cantidad de Klerzyme 273,312 273,312 7,10 0,0760
B:Sitio de aplicacion 17 557,500 17 557,500 456,07 0,0002
AB 229,194 229,194 5,95 0,0925

Tabla 3.12 Analisis de varianza para el contenido de antocianinas en el P

Fuente Suma de cuadrados | Cuadrado medio | F-Ratio | P-Valor
A:Cantidad de Klerzyme 1 708,79 1 708,79 9,20 0,0562
B:Sitio de aplicacion 4 818,67 4 818,67 25,95 0,0146
AB 930,96 930,96 5,01 0,1111

La tabla de analisis de varianza divide la variabilidad en el contenido de
antocianinas en Ro en distintos segmentos separados para cada uno de los

efectos, después prueba la significacion estadistica de cada efecto.

En las Tablas 3.11 y 3.12 se observa que el efecto de la cantidad de coctel
enzimatico Klerzyme 150® y de la combinacion de ambas variables no muestran
diferencias significativas (p>0,05) en las medias del contenido de antocianinas en
Ro y P, en cambio si hay diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) entre
las medias del contenido de antocianinas en Ro y P si se usa el sitio de aplicacion
del tratamiento enzimatico “antes de” o “después de” el despulpado al 95 % de

intervalo de confianza.
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En las Figuras 3.5 y 3.6 se muestra el efecto de las variables sobre la superficie
de respuesta estimada para el contenido de antocianinas en Ro y P en funcién de

los niveles de las variables de cantidad de coctel enzimatico y sitio de aplicacién.
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Figura 3.5 Superficie de respuesta estimada para el contenido de antocianinas en el Ro
segun la cantidad de coctel enzimatico y el sitio de aplicacion
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Figura 3.6 Superficie de respuesta estimada para contenido de antocianinas en el P segun
la cantidad de coctel enzimatico y el sitio de aplicacion

Se puede ver en las Figuras 3.5 y 3.6 que el contenido de antocianinas en el Roy
en el P aumenta a medida que se incrementa la cantidad de coctel enzimatico y

se usa el sitio de aplicacidén antes del despulpado.

En las Figuras 3.7 y 3.8 se muestra el grafico de los efectos principales sobre el
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contenido de antocianinas en el Ro y el P segun los niveles de las variables de

cantidad de coctel enzimatico y sitio de aplicacion.
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Figura 3.7 Grafico de efectos principales para contenido de antocianinas en el Ro
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Figura 3.8 Grafico de efectos principales para contenido de antocianinas en el P

En la Figura 3.7 se observa que el sitio de aplicacion influye significativamente en
el contenido de antocianinas en Ro. La variacién del contenido de antocianinas
(eje Y) es alta cuando el sitio se aplicacion cambia de “antes de” a “después de” el
despulpado (eje X), si se aplica antes del despulpado el contenido de
antocianinas en el P es mas alto. Mientras mayor sea la pendiente de la linea

recta que representa esta variacion el efecto de este factor es mas significativo.
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En la Figura 3.8 se observa que ambas variables influyen significativamente en el

contenido de antocianinas en el P.

La variacion del contenido de antocianinas (eje Y) es alta cuando la cantidad de
coctel enzimatico cambia de 0,5 a 1 mL (eje X), a mayor cantidad de coctel

enzimatico hay mayor contenido de antocianinas en el P.

La variacion del contenido de antocianinas (eje Y) también es alta cuando el sitio
se aplicacién cambia de “antes de” a “después de” el despulpado (eje X), si se
aplica antes del despulpado el contenido de antocianinas en el P es mas alto,
mientras mayor sea la pendiente de la linea recta que representa estas

variaciones el efecto de estos factores es mas significativo.

Con base en estos resultados se puede ver que la cantidad de coctel enzimatico
Klerzyme 150® aplicada en el proceso de despulpado no influye en el contenido
de antocianinas en la alimentacién, este contenido depende y tiene una variacion
significativa segun el sitio de aplicacion. Si se aplica el tratamiento enzimatico
antes del despulpado en el mortino desintegrado, las enzimas pueden trabajar
extrayendo los compuestos fendlicos solubles presentes en la cascara y semillas

que se retienen en el despulpado.

En cambio se observa que la cantidad de coctel enzimatico Klerzyme 150° y el
sitio de aplicacion del tratamiento enzimatico en el proceso de despulpado si
influyen en el contenido de antocianinas en el jugo clarificado, este contenido
depende y tiene una variacion significativa segun la cantidad de coctel enzimatico
y el sitio de aplicacion. A mayor cantidad de coctel enzimatico aplicado antes del
despulpado existe una mayor extraccion compuestos fenélicos que se mantienen

en el jugo clarificado.
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3.4 CARACTERIZACION DE JUGOS CLARIFICADOS DE
MORTINO

Para la caracterizacion se usaron muestras de jugo clarificado de mortifio
obtenido mediante la aplicacién de los niveles de las variables de proceso que
mostraron ser las que proporcionan los mejores resultados después del analisis
estadistico realizado en los estudios del efecto del tratamiento enzimatico y la
presion transmembranaria en la MFT. Estas condiciones fueron: tratamiento
enzimatico aplicado antes del despulpado con cantidad de coctel enzimatico
Klerzyme 150® de 1 mL/kg de pulpa y presiéon transmembranaria de 4 bar. Las

muestras fueron tomadas al final de cada ensayo.

3.4.1 ANALISIS FiSICO-QUIMICOS

En la Tabla 3.13 se presentan los resultados obtenidos en los analisis fisico-

quimicos de las muestras de jugo clarificado de mortifio.

Se puede observar que existe una variacién del contenido de varios componentes

quimicos entre la materia prima y el jugo clarificado.

Los azucares como fructosa y glucosa aumentan en el jugo clarificado, estos

azucares no son retenidos por la membrana porque son compuestos solubles.

Los acidos organicos, como el acido citrico presenta una disminucién en el jugo
clarificado de mortifio, el mismo efecto se observa en el jugo clarificado de mora
obtenido por Yacelga (2007). Este fendmeno podria deberse a la presencia del
acido citrico en los sélidos insolubles que se desechan en el despulpado de mora

y mortifio.

El acido malico aumenta en el jugo clarificado de mortifio con relacion al valor
presente en la fruta fresca, el mismo efecto se presenta en el jugo clarificado de

mora obtenido por Yacelga (2007). Este incremento es resultado de la hidrolisis



78

enzimatica realizada como un tratamiento previo a la pulpa de mortifio usada en

las pruebas de MFT.

Tabla 3.13 Caracterizacion de jugos clarificados de mortifio

] RESULTADO
ANALISIS .
Fruta fresca Jugo clarificado
CONTENIDO DE AZUCARES * (g/100 g PF) (g/100 mL)
Fructosa 4,55+ 0,06 4,63 £0,03
Glucosa 2,96 + 0,04 3,22+ 0,06
Sacarosa ND ND
CONTENIDO DE ACIDOS ORGANICOS * (mg/100 g PF) (mg/100 mL)
Acido citrico 1 185,99 + 74,53 7922 + 6,24
Acido malico 451,52 + 14,96 700,6 + 22,37
Acido tartérico ND ND
SOLIDOS SOLUBLES (°Brix) 11+091 8,5+ 0,50
mg/100 g PF mg/100 mL
VITAMINA C * (mg/100 £ PF) (me/ )
1,27 £ 0,02 0,0064 + 0,02
CONTENIDO DE CAROTENOIDES ND ND
COMPUESTOS FENOLICOS SOLUBLES | (mg AG/100gPF) | (mgAG/100 mL)
TOTALES 729,48 + 112,85 276,75 + 2,58
mg/100 g PF mg/100 mL
ANTOCIANINAS ' (mg/100 g PE) (mg/ )
356,73 + 35,17 97,47 + 31,95
(mg Trolox/100 g PF) | (mg Trolox/100 mL)
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
1192,86 + 19,62 235,97 +9,74
DENSIDAD RELATIVA (dao) - 1,0484

"Para la conversion se uso el contenido de humedad en mortifio fresco (80,09 g/100gPF) y liofilizado

(1,72g/100gPF)
Media = DE (n = 3)
"Media + DE (n = 6)

ND = bajo el limite de deteccion; AG = acido galico; PF = peso de fruta fresca

Existe una disminucién en el contenido de compuestos fendlicos y antocianinas,

esto puede deberse a que una gran cantidad de compuestos fendlicos se

encuentran presentes en los solidos insolubles que no atraviesan la membrana y

se quedan en el retenido. Estos sélidos insolubles (cascara, semillas) se retienen
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por su tamafio de particula que es mayor al permitido por la membrana (0,2 um de

diametro de poro).

La capacidad antioxidante en relacibn a la que presenta el mortifio fresco
(1192,86 mg Trolox/100 g) disminuye notablemente en el jugo clarificado (235,97
mg Trolox/100 g), este resultado se debe principalmente a la reduccién del
contenido de compuestos fendlicos solubles totales y el contenido de
antocianinas; pero también es una consecuencia del contenido minimo o no
detectable de otros compuestos que otorgan capacidad antioxidante como la

vitamina C y los carotenoides.

3.4.2 CARACTERIZACION REOLOGICA

En la Figura 3.9 se indica la representacion grafica de la variacién de viscosidad

del jugo clarificado de mortifio en funcion de la fuerza de cizalladura.
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Figura 3.9 Perfil de viscosidad para el jugo clarificado de mortifio
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En la Figura 3.9 se observa que el jugo clarificado se comporta como un fluido no
newtoniano. En la grafica se puede ver la meseta de su comportamiento
newtoniano a partir de la cual empieza una tendencia de no newtoniano cuando la
rapidez de deformacion es 0,3 rps. La curva del comportamiento no newtoniano
se vuelve asintdtica aproximadamente a 1000 rps y se determina que su

viscosidad en ese punto es de 3 mPa.s a 25 °C de temperatura.

El punto de la rapidez de deformacién hasta el cual el jugo clarificado se comporta
como un fluido newtoniano indica el limite de las condiciones técnicas que se
deben considerar en los equipos a utilizarse en el procesamiento del producto a
escala industrial. Depende de las propiedades y caracteristicas que se quieran
mantener en el producto final para decidir si es importante o no conservar la

viscosidad del jugo clarificado de mortifio.

3.5.3 ANALISIS SENSORIAL

Los atributos a evaluar en el jugo clarificado fueron de sabor, aroma y acidez. Los

20 panelistas que participaron recibieron 20 mL de muestra preparada en

proporciones de 83,3 % de jugo clarificado, 11,8 % de agua y 4,9 % de azucar.

En la Tabla 3.14 se muestra el promedio de las valoraciones reportadas para

cada atributo en una escala de débil (1) a intenso (10).

Tabla 3.14 Promedios para cada atributo sensorial del jugo clarificado de mortifio

ATRIBUTO Sabor Aroma Acidez

VALOR 70+1,53 | 59+212 | 53+2)57
Media + DE (n = 20)

Al analizar los resultados de la Tabla 3.14 se puede observar lo siguiente para

cada atributo:

Sabor: El jugo clarificado presenta un consistente sabor a la fruta fresca.
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Aroma: En el jugo clarificado se pierde el aroma durante el proceso.

Acidez: Para los panelistas el jugo clarificado presenta una acidez moderada.

De acuerdo a las observaciones reportadas por los panelistas en la parte final del
formato de evaluacién sensorial que recibieron, el jugo clarificado de mortifio fue

aceptado sensorialmente ya que presenta un sabor agradable.

El aroma se pierde en el proceso pero ademas también influye el hecho de que
algunos panelistas no estaban familiarizados con el aroma de la fruta fresca. La
acidez del producto es tolerable para los panelistas de acuerdo a su percepcion

organoléptica.

3.5 OBTENCION DE JUGO CLARIFICADO CONCENTRADO DE
MORTINO

El jugo clarificado de mortifio se concentré usando ésmosis inversa. Dentro de la
industria de produccion de jugos de frutas se podria tomar como una nueva

alternativa agroindustrial el jugo clarificado concentrado.

El objetivo de esta investigacion se enfocd en obtener el jugo clarificado

concentrado de mortifio y analizar su composicion quimica.

3.5.1 PROCESO DE OBTENCION

Previamente al proceso de concentracién se obtuvieron 33 L de jugo clarificado
de mortifio mediante la MFT de pulpa hidrolizada de mortifio antes del despulpado
con la cantidad de coctel enzimatico Klerzyme 150° de 1 mL/kg de pulpa
(condicién que mostrd los mejores resultados en estudios anteriores) en el equipo
de MFT TIA a escala piloto. Con este jugo clarificado se realizaron varias pruebas

de concentracion mediante 6smosis inversa (Ol).
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En la Tabla 3.15 se muestran los caudales calculados para cada velocidad de
circulaciéon y la frecuencia respectiva a la cual se calibré6 el motor de la bomba

para obtener la velocidad respectiva.

Tabla 3.15 Caudales y frecuencias requeridos para ajustar la velocidad de circulacién de la
bomba del equipo de OI MICRO 240

VELOCIDAD (m/s) 1 1,5 2 2,5
CAUDAL (L/min) 7,96 | 11,94 | 15,92 | 19,90
FRECUENCIA (Hz) | 18 28 | 378 | 47

l?iérnetro interno de la membrana = 1,2 cm
Area de flujo = 1,1304 cm®

En la Tabla 3.16 se muestra el flujo de permeado obtenido para cada velocidad
experimental de circulacion en el ensayo de Ol a partir de una muestra de 1,5 L

de jugo clarificado de mortifio.

Tabla 3.16 Flujo de permeado inicial y final en la prueba de OI a distintas velocidades de

circulacién
Inicial Final
8 °Brix 11 °Brix
VELOCIDAD | FRECUENCIA PTM 870 psi PTM 500 psi
(m/s) (Hz) Volumen de | ... Volumen de | ..
Tiempo Tiempo
permeado permeado
2,5 47,0 19,00 57,70 12,25 80
2,0 37,8 19,00 56,15 12,00 80
1,5 28,0 20,00 61,84 11,50 80
1,0 18,0 20,00 66,90 11,50 80

PTM = Presion transmembranaria
Temperatura constante = 30 °C

Con base en los resultados de la Tabla 3.16 se determiné que la velocidad de 2
m/s fue la que permitié obtener el mayor flujo de permeado y se la definié como el
parametro a utilizar en las siguientes pruebas. Para obtener esta velocidad se

debid fijar 37,8 Hz en el tablero de control automatico de la bomba.
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El permeado (P) mostrd un valor de 3 °Brix y el jugo clarificado de alimentacion
(A) el valor de 8 °Brix, entonces con un valor estimado de 25 °Brix para el retenido
(R) se realizd un balance de masa y se determin6é que se debe usar una muestra

de 3,6 L de jugo clarificado para lograr la concentracion deseada.

La informacién recopilada durante el tiempo que demord el proceso de Ol (3
horas aproximadamente) se muestra en el Anexo Xl. El volumen de flujo de

permeado fue disminuyendo durante este tiempo.

La prueba experimental se realiz6 con 3 942,5 g de jugo clarificado de mortifio y
una vez finalizado el proceso se obtuvieron 3 021,8 g de permeado y 791,9 g de
jugo clarificado concentrado de mortifio (retenido). Los 128,8 g faltantes en el
analisis de balance de masa, se quedaron adheridos a las paredes y tuberias
dentro del equipo, por lo tanto, para cada ensayo que se realice siempre se debe
usar un volumen inicial de jugo clarificado en el cual se considere el volumen

muerto calculado en este ensayo.

En la Figura 3.10 se muestra la variacién del flujo de permeado y la concentracion
evaluada mediante el contenido de solidos solubles totales (°Brix) durante el

tiempo del proceso de obtencidn de jugo clarificado concentrado.
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Figura 3.10 Flujo de permeado y concentracion del jugo clarificado concentrado de
mortifio
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La concentraciéon del jugo clarificado se llevé a cabo en un sistema tipo batch.
Durante la concentracion se fue reduciendo el volumen de jugo clarificado
contenido en el tanque de alimentacion, por lo tanto fue incrementando la presion
osmoética del jugo, esto causé la disminucién del flujo de permeado durante el

tiempo del experimento.

El contenido de sélidos solubles fue aumentando durante el tiempo del
experimento hasta llegar a la concentracion de final de 23,4 °Brix como se

observa en la Figura 3.16.

3.5.2 FACTORES DE CONCENTRACION

La medida de los grados brix fue el parametro utilizado para evaluar la
concentracion del jugo clarificado concentrado. Con los valores de grados brix de
las muestras tomadas al inicio (jugo clarificado) y al final del proceso (jugo
clarificado concentrado) se calcul6 el factor de concentracién dividiendo el valor
final para el valor inicial, y se siguié el mismo procedimiento para el contenido de

antocianinas, polifenoles, fructosa y glucosa.

La masa de alimentacion es igual a la masa de permeado mas la masa del
retenido. Al final del proceso la masa del retenido (jugo clarificado concentrado)
fue menor (791,9 g) que la masa de alimentacion (3 942,5 g) pero contuvo una

mayor cantidad de sélidos solubles.

Los valores iniciales, finales y el factor calculado para cada parametro se

muestran en la Tabla 3.17.

Al final del proceso se llegb a obtener un jugo clarificado concentrado a 23,4 °Brix.
El factor de concentracion del contenido de componentes con capacidad
antioxidante como antocianinas y polifenoles se encuentra dentro del rango del
factor de concentracion de los grados brix (2,85) como se puede observar en la
Tabla 3.17.
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Tabla 3.17 Factores de concentracidn para el jugo clarificado concentrado de mortifio

Parametro Inicial | Final | Factor de concentracion
Solidos solubles totales (°Brix) 8,2 23,4 2,85
Antocianinas (mg/100 mL) 36,09 | 90,59 2,51
Polifenoles (mg/100 mL) 179,67 | 508,50 2,83
Fructosa (mg/100 mL) 4,63 9,42 2,03
Glucosa(mg/100 mL) 3,22 6,23 1,93

En los jugos clarificados concentrados de frutas obtenidos por Marcillo (2010) se
obtuvieron factores de concentracidén similares en funcién de los grados brix para
mora (2,96), naranijilla (2,87) y tomate de arbol morado (2,73). Esto quiere decir
que la concentracion de jugos de frutas mediante el uso de tecnologia de
membranas permite incrementar los compuestos de interés en aproximadamente

3 veces el valor inicial presente en el jugo clarificado.

Cabe recalcar que como resultado de la concentracion de los compuestos
fendlicos en el jugo clarificado concentrado se incrementé ademas su capacidad

antioxidante.

3.6 CARACTERIZACION DE JUGOS CLARIFICADOS
CONCENTRADOS DE MORTINO

3.6.1 ANALISIS FISICO-QUIMICOS

En la Tabla 3.18 se presentan los resultados obtenidos en los analisis fisico-

quimicos de las muestras de jugo clarificado concentrado de mortifio.

Se puede observar en la Tabla 3.18 que en el jugo clarificado concentrado de
mortifio existe un incremento del contenido de la mayoria de los componentes en
relacion al contenido de los mismos en la fruta fresca. So6lo los compuestos

fendlicos solubles totales y las antocianinas presentan una disminuciéon debido a
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la gran cantidad de estos compuestos que estan presentes en la cascara y

semillas que no atraviesan la membrana en el proceso previo de MFT.

Tabla 3.18 Caracterizacion del jugo clarificado concentrado de mortifio

, RESULTADO
ANALISIS
Fruta fresca Jugo concentrado
ANALISIS DE MINERALES ' (mg/100 g PF) (mg/100 mL)
Ca 15,54+ 1,14 68,21 £ 67,05
Cu 0,11+ 0,00 2,78 £ 0,35
Fe 0,77+ 0,00 1,38+0,18
Mg 21,22+ 1,90 29,08 £ 1,48
K 142,04+ 1,88 179,24 +£ 10,61
Na - 3,67+0,07
Zn 0,21+ 0,00 2,08 £ 0,60
CONTENIDO DE AZUCARES ' (/100 g PF) (2/100 mL)
Fructosa 4,55+ 0,06 9,42 £ 0,04
Glucosa 2,96 + 0,04 6,23 + 0,05
Sacarosa ND ND
CONTENIDO DE ACIDOS ORGANICOS ' | (mg/100 g PF) (mg/100 mL)

Acido citrico

1 185,99 + 74,53

4016,9 + 18,04

Acido maélico

451,52 + 14,96

1820,7 42,52

Acido tartarico ND ND
SOLIDOS SOLUBLES (°Brix) 2 11+0,91 23.4 40,00
mg/100 g PF mg/100 mL
VITAMINA C ! (mg gPr) (mg )
1,27 £0,02 1,70 + 0,00
CONTENIDO DE CAROTENOIDES ' ND ND
COMPUESTOS FENOLICOS SOLUBLES | (mgAG/100 g PF) (mg AG/100 mL)
2
TOTALES 729,48 + 112,85 508,5 + 17,50
mg/100 g PF mg/100 mL
ANTOCIANINAS * (mg gPr) (mg )
356,73 + 35,17 90,59 + 3,01
5 (mg Trolox/100 g PF) | (mg Trolox/100 mL)
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
1 192,86 + 19,62 738,62 + 39,52
DENSIDAD RELATIVA (dy) - 1,0924

Media = DE (n = 3); “Media = DE (n = 3); ND = bajo el limite de deteccion
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Los azucares fructosa y glucosa, presentes en el jugo clarificado concentrado
muestran un incremento mayor al doble del contenido presente en la fruta fresca.
La Ol concentra todos los solidos solubles, los azucares pertenecen a esta

clasificacion.

Algunos minerales como el Ca, Cu, Fe, K y Zn se incrementan en mayor
proporcion que otros en relacion a los que presenta la fruta fresca. En otros
estudios de obtencién de jugos clarificados concentrados de mora, naranjilla y
tomate de arbol realizados por Marcillo (2010) se puede observar que algunos
minerales como el Mg, Ca, Na y Fe también fueron fuertemente retenidos por la
membrana durante el proceso de Ol. Esto muestra que el uso de tecnologia de
membranas es una herramienta efectiva para obtener jugos concentrados de

frutas con un buen contenido de minerales.

El contenido de compuestos fendlicos solubles totales alcanza un valor mas
cercano al que presenta la fruta fresca. Las antocianinas muestran una pérdida
notable desde la MFT previa a la Ol con relacién al contenido en la materia prima,
sin embargo, gracias a la concentracion de otros compuestos fendlicos la
capacidad antioxidante del jugo clarificado concentrado (738,62 mg Trolox/100 g)
se conserva aproximadamente en un 62 % con relacién a la que se determiné en

el mortifo fresco (1 192,86 mg Trolox/100 g).

El incremento de minerales esenciales, asi como el mantenimiento de un alto
porcentaje de capacidad antioxidante con relacién a la fruta muestran que el jugo
clarificado concentrado es un producto con un buen valor nutricional y

caracteristicas funcionales beneficiosas para la salud del ser humano.

3.6.2 CARACTERIZACION REOLOGICA

En la Figura 3.11 se muestra la variacion de la viscosidad del jugo clarificado

concentrado de mortifio en funcion de la fuerza de cizalladura en cada ensayo.
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Figura 3.11 Perfil de viscosidad para el jugo clarificado concentrado de mortifio

En la Figura 3.11 se observa que el jugo clarificado concentrado sigue la
tendencia de un fluido no newtoniano. Se puede ver la meseta hasta la cual tiene
un comportamiento newtoniano a rapidez de deformacién de 0,3 rps antes de
cambiar a no newtoniano. La curva de tendencia de no newtoniano se vuelve
asintética aproximadamente a 1000 rps y se determina que en este punto su

viscosidad es de 3,2 mPa.s a 25 °C de temperatura.

La viscosidad del jugo clarificado concentrado aumenta levemente con relacion a

la viscosidad del jugo clarificado (3 mPa.s) debido a la mayor presencia de sélidos

solubles.

El valor de la rapidez de deformacion hasta el cual el jugo concentrado se
comporta como un fluido newtoniano permite establecer las condiciones minimas
de trabajo y los equipos a utilizar (transporte) en un procesamiento del jugo
clarificado concentrado de mortifio a escala industrial, segun las caracteristicas

que se deseen en el producto final.
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3.6.3 ANALISIS SENSORIAL

En el jugo clarificado concentrado se evaluaron los mismos atributos del jugo
clarificado, estos fueron sabor, aroma y acidez. El promedio de la evaluacion de
los 24 panelistas para cada atributo se presenta en la Tabla 3.19. La composicion
de la muestra utilizada para el analisis fue de 35,7 % de jugo clarificado

concentrado, 58,6 % de agua y 5,7 % de azucar.

Tabla 3.19 Promedios para cada atributo sensorial del jugo clarificado concentrado

ATRIBUTO Sabor Aroma Acidez

VALOR 7,5+1,88 | 502,51 | 6,6+221
Media + DE (n = 24)

Luego de analizar los resultados de la Tabla 3.19 se puede observar lo siguiente

para cada atributo:

Sabor: Los panelistas reportan que el jugo clarificado concentrado presenta un
sabor intenso a fruta fresca.

Aroma: En el jugo clarificado concentrado existe una pérdida del aroma como
consecuencia del proceso.

Acidez: Para los panelistas el jugo concentrado presenta una acidez mayor que

el jugo clarificado.

Con base en los resultados y en los comentarios realizados como observaciones
reportados por los panelistas al final del formato de evaluacién del analisis
sensorial, el jugo clarificado concentrado de mortifio fue aceptado por los

panelistas.

El jugo muestra un sabor agradable a fruta fresca y se presenta como una buena
alternativa para ser comercializada el mercado de jugos de frutas. El aroma se
pierde en el proceso, pero ademas los panelistas no estaban familiarizados con el
aroma de la fruta fresca. El jugo alcanza una acidez mayor que en el jugo

clarificado en la cual fue tolerable para los panelistas.
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4 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

1. La aplicacién del tratamiento enzimatico tuvo un efecto estadisticamente
significativo sobre el rendimiento en el despulpado de mortifio. Si se aplica el

coctel enzimatico en el proceso de despulpado se obtiene un mayor peso de

pulpa.

2. La aplicacién del tratamiento enzimatico y la cantidad de coctel enzimatico
tienen un efecto estadisticamente significativo en el contenido de
antocianinas de la pulpa hidrolizada de mortifio. A mayor cantidad de coctel
enzimatico aplicado antes del despulpado se obtiene un mayor contenido de

antocianinas en la pulpa.

3. La presion transmembranaria (PTM) no presenta un efecto significativo
sobre el proceso de microfiltracidn tangencial. No existen diferencias
estadisticamente significativas en el flujo de permeado obtenido a 2 bar o 4
bar de PTM.

4. En el proceso de microfiltracion tangencial el sitio de aplicacion del
tratamiento enzimatico tiene un efecto estadisticamente significativo sobre el
contenido de antocianinas en el jugo clarificado de mortino. A mayor
cantidad de coctel enzimatico aplicado antes del despulpado aumenta el

contenido de antocianinas en el jugo clarificado.

5. El jugo clarificado de mortifio obtenido mediante microfiltraciébn tangencial
presenta una disminucibn de azucares, acido citrico, vitamina C,
carotenoides, compuestos fendlicos solubles y capacidad antioxidante en
relacion al contenido de estos compuestos en la fruta fresca. Estos
componentes quimicos se retienen en la membrana y en los soélidos

insolubles.
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El jugo clarificado de mortifio muestra una buena calidad sensorial, mantiene

un nivel alto de sabor a fruta fresca y un aroma y acidez moderada.

El jugo clarificado concentrado de mortifio obtenido mediante 6smosis
inversa logra aumentar el contenido de antocianinas y compuestos fendlicos
en el mismo factor de concentracion de los sélidos solubles, por lo tanto, se
incrementa la capacidad antioxidante a un 62 % del valor que presenta la

fruta fresca.

El jugo clarificado concentrado de mortino muestra una excelente calidad
sensorial, mantiene un nivel alto de sabor a fruta fresca, un aroma aceptable

y una acidez moderada.
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4.2 RECOMENDACIONES

1. Desarrollar un analisis técnico-financiero para determinar la viabilidad
economica del uso de altas cantidades de coctel enzimatico en el proceso de
despulpado de mortiio ya que, a mayor cantidad de coctel enzimatico

aumenta el rendimiento de pulpa.

2. Realizar un estudio de la caracterizacién quimica de los sélidos insolubles
del mortifo para determinar la cantidad de compuestos quimicos de interés

(vitaminas, azucares, acidos organicos, compuestos fendlicos) presentes.

3. Evaluar el contenido de antocianinas y compuestos fendlicos en el jugo
clarificado de mortifio en intervalos de tiempo durante el proceso de

microfiltracion tangencial.

4. Efectuar un estudio del efecto de la temperatura y Ila presion
transmembranaria en la obtencion de jugo clarificado concentrado de

mortino mediante 6smosis inversa.

5. Desarrollar un sistema para mantener una agitaciéon constante en el tanque
de alimentacion del equipo de MFT durante el proceso de microfiltracion

tangencial.
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Anexo I
Ubicacion geografica “El Pedregal”
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Figura A.1 Ubicacion geografica de “El Pedregal”
(Google, 2011)
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Anexo 11

Meétodo para la determinacion de acidos galacturonicos (AGU)

Se uso6 el método descrito por Theander et al., (1991):

Reactivos

Solucién de NaCl y H3BOs: 2 g de NaCl y 3 g de H3BO3; en 100 mL de agua
destilada

Acido sulfurico al 98%

Solucién de 2-6 dimetilfenol: 0,1 g de dimetilfenol y 100 mL de acido
acético glacial

Solucién estandar de acido galacturdénico en agua destilada: 24 mg de

acido galacturénico y aforar a 100 mL (240 ug/mL) preparada diariamente

Materiales y Equipos

Matraz aforado de 100 mL

Tubos de ensayo

Agitador tipo voértex

Bafio termostatizado PRECISION Reciprocal Shaking Bath Model 25
Espectrofotometro UV-VISIBLE RECORDING SPECTROPHOTOMETER
UV - 160A, SHIMADZU

Procedimiento

1.
2.

3.

4.

Aforar a 100 mL el filtrado obtenido del andlisis de lignina.

Homogenizar la muestra y tomar una alicuota de 250 pyL en un tubo de
ensayo.

Anadir 250 uL de la solucién de NaCl — H3BO3 y agitar con un agitador tipo
vortex.

Adicionar lentamente 4 mL de acido sulfurico concentrado y agitar
nuevamente en el vortex. Llevar los tubos de ensayo tapados con papel

aluminio a un bafio termostatizado a 70 °C por 40 min.
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5. Enfriar los tubos a temperatura ambiente y luego adicionar 200 uL de la
solucién de dimetilfenol.

6. Agitar inmediatamente en un vortex durante 2 minutos.

7. Preparar una curva de calibracién con soluciones de acido galacturénico en
concentraciones de 20, 40, 80, 120, 160 y 240 pg/mL (dar el mismo
tratamiento de las muestras a las soluciones de acido galacturénico y al
blanco).

8. Medir la absorbancia en el rango de 400 a 450 nm en un espectrofotobmetro
UV-Vis contra un blanco de agua destilada. Esta determinacion es
importante realizarla en un intervalo de 10 a 15 minutos después de la
adicion del dimetilfenol.

9. Calcular el porcentaje de residuos de acidos uroénicos (U.R.)

Calculos
El porcentaje de acidos galacturénicos se calcula como acido urénico anhidro

presente en la muestra original y se utiliza la siguiente ecuacion:

[A2.1]

Donde:

W, = mg de acido galacturénico por 100 mL de muestra obtenido en la curva de
calibracién

F.,= factor de recalculo del acido galacturdnico a residuos polisacaridos (0,91)

S = peso (mg de materia seca) de la muestra original
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Anexo 111

Determinacion de polifenoles solubles totales eliminando vitamina C

Se uso el método descrito por Slinkard y Singleton (1977):

Equipos

Espectrofotometro UV-VISIBLE RECORDING SPECTROPHOTOMETER
UV - 160A, SHIMADZU

Cronémetro

Bafio con temperatura controlada PRECISION Reciprocal Shaking Bath
Model 25

Agitador vortex VORTEX MIXER VM - 300, GEMM INDUSTRIAL CORP.
Agitadores magnéticos

Ultra - turax ULTRA — TURRAX T50, JANKE & KUNKEL IKA Labotechnik
Cartuchos OASIS HLB

Reactivos

Acetona (CH3COCHS3): 70% v/v (con agua destilada) (Solucién extractora)
Carbonato de sodio (Na;CO3): 75 g/L (con agua destilada)

Acido galico (C7HsOs): 500 ppm ( 25 mg/50 mL) (con agua destilada)
Folin-Ciocalteu’s phenol (dilucién 1/10 con agua destilada), se prepara al
momento del analisis y se protege con papel aluminio.

Metanol grado HPLC

Preparacion del estandar (Acido galico) y curva de calibracién

1.

Para preparar la solucién madre (500 ppm) se pesa 25 mg de acido galico,
se disuelve con tres gotas de metanol y se afora a 50 mL con agua
destilada. La curva de calibracion se obtiene diluyendo esta solucion madre
entre 10 — 100 ppm. De cada dilucion se toma 500 pL, se utiliza 500 uL de
agua destilada como blanco y se procede a seguir el protocolo del Folin-

Ciocalteu’s descrito posteriormente.
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Se encera el espectrofotobmetro con el blanco y se realiza la lectura de la
absorbancia a 760 nm.

Se pesa (0,2 g de muestra liofilizada, 3 g de pulpa o jugo pulposo, en el
caso de jugo clarificado no se requiere extraccion) en un erlenmeyer de 25
mL forrado con papel aluminio.

Se afiade (10 mL de solucion extractora: acetona 70% v/v en el caso de
muestra liofilizada, o 7 mL de solucién extractora: acetona pura en el caso
de pulpa o jugo pulposo). Se tapa o se cubre con parafilm.

Se lleva a agitacion durante 10 minutos con un agitador magnético a 500
rpm.

Se homogeniza la muestra utilizando un ultra-turax.

Se agita durante 10 minutos con una pastilla magnética.

Se filtra la solucion con papel filtro (Whatman 41).

Se lava los residuos del erlenmeyer con 2 mL de la solucidén extractora.

10.Se agita 2 minutos con pastilla magnética.

11.Se filtra en el mismo papel filtro Whatman 41, se recoge en el mismo

recipiente y se anota el volumen. Se pasa el filtrado a botellas ambar que
ayuden a evitar el paso de la luz natural o a recipientes con tapa y con

papel aluminio.

12.Esta solucion filtrada (extracto cetonico) es tratada de dos formas

diferentes: Ay B.

PARTE A: Dilucion del extracto cetonico

Muestra liofilizada: Se toma una alicuota total de 500 pL: 25 pL del extracto
con 475 pL de agua destilada en un tubo de ensayo. Esta proporcion
puede variar dependiendo de la muestra pero siempre debe tener un
volumen final de 500 pL.

Pulpa y jugo pulposo: Se toma una alicuota total de 10 mL: 100 L de
extracto con 9,9 mL de agua destilada. Esta proporciéon puede variar
dependiendo de la muestra pero siempre debe tener un volumen final de
10 mL.

Jugo clarificado: Se toma una alicuota de 100 pL del jugo clarificado

directamente (sin hacer extraccion) con 9,9 mL de agua destilada. Esta
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proporcion puede variar dependiendo de la muestra pero siempre debe
tener un volumen final de 10 mL.

13.De esta dilucién obtenida en el punto 12, se toma una alicuota de 500 pL
en un tubo de ensayo. Se utiliza como blanco acetona 70% v/v diluida en la
misma proporcion que el extracto (Ejemplo: 25 pyL de acetona 70% v/v con
475 uL de agua destilada para muestras liofilizadas) y se procede a seguir
el protocolo del Folin-Ciocalteu’s descrito posteriormente.

14.Se encera el espectrofotometro con el blanco y se realiza la lectura de la
absorbancia (Abs A) a 760 nm.

PARTE B: Eliminacion de Vitamina C y Azucares reductores mediante
cartuchos de separacion OASIS HLB

Mediante los cartuchos se separan los polifenoles de la vitamina C y azucares
reductores con el propésito de eliminar la interferencia de estos en la

cuantificacion de polifenoles.

Separacion de polifenoles y vitamina C

15.Se diluye el extracto cetonico obtenido en el punto 12, tomando una
alicuota de 500 pL de extracto con 3500 uyL de agua destilada: Esta
proporcion puede variar dependiendo de la muestra pero siempre debe
tener un volumen final de 4 mL.

16.Se deposita 2 mL de esta dilucion en el cartucho OASIS (previamente
acondicionado) y se recoge en una probeta el volumen que pasa por
gravedad.

17.Se lava con 2 mL de agua destilada para recuperar la vitamina C y
azucares (material soluble en agua). Se recoge el filtrado en la misma
probeta y se anota el volumen total recolectado. Dependiendo del
contenido de vitamina C en la muestra se debera hacer mas de un lavado.
En el cartucho solo se quedan retenidos los polifenoles.

18.De este filtrado se toma una alicuota de 500 pL, se utiliza 500 yL de agua
destilada como blanco y se procede a seguir el protocolo del Folin-

Ciocalteu's descrito posteriormente.
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19.Se encera el espectrofotdbmetro con el blanco y se realiza la lectura de la
absorbancia (Abs B) a 760 nm.

Proceso REDOX: protocolo del Folin-Ciocalteu's
Se debe considerar que a partir de este punto el blanco, los estandares
(diluciones del acido galico), los extractos cetdnicos y los filtrados deben recibir el

mismo tratamiento.

20.Se toma una alicuota de 500 uL y se coloca en un tubo de ensayo.

21.Se agrega 2,5 mL de solucién Folin, se agita en el vortex y se deja en
reposo por 2 minutos a temperatura ambiente.

22.Se anade 2 mL de solucién de carbonato de sodio, se agita en el vortex y
se coloca en un bafo de agua a 50 °C por 15 min.

23.Se enfria rapidamente el tubo en un bafo de hielo. Desde aqui se tiene
hasta 30 minutos para realizar la lectura.

24 En el espectrofotometro, se lee la absorbancia de cada tubo a 760 nm,

encerando el equipo con el blanco respectivo.

Acondicionamiento del cartucho OASIS, antes de usar
Se debe realizar 3 lavados por gravedad: 1 lavado con 3 mL de metanol puro,

seguido de 2 lavados con 3 mL de agua destilada.

Reacondicionamiento del cartucho OASIS, después de usar
Se debe realizar 6 lavados por gravedad: 4 lavados con 3 mL de metanol, seguido
de 2 lavados con 2 mL de agua destilada. El cartucho sélo puede ser rehusado 5

veces.

Nota: Se realiza triplicados por cada muestra y duplicados por cada blanco. Si la
muestra estd muy concentrada y se obtienen valores de absorbancia fuera del

rango del estandar, se varian los pasos iniciales o las diluciones segun convenga.
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CALCULO
La curva de calibracion se obtiene graficando la concentracién vs absorbancia de
los estandares. Con la regresioén lineal se interpolan los valores de absorbancia de

las muestras y se obtiene la concentracion.

De laregresion lineal y=mx+Db

[A3.1]
Donde:
y = absorbancia de los estandares
x= concentracion (mg/L de acido galico)
b= intercepto en el eje Y
Por lo tanto:
Cn A = (y — b)/m*fd*V/P [A3.2]
Cn B = (y — b)/m*fd*V/P [A3.3]
Para muestras liquidas (sin extraccion):
CnA=(y-b)m*d [A3.4]
Cn B = (y — b)/m*fd [A3.5]
Entonces:
Ch=CnA-CnB [A3.6]
Donde:

Cn = concentracion de polifenoles totales como equivalente de acido galico (mg
AG/g de muestra)

fd = factor de dilucidon

V = volumen extractante (L)

P = peso de la muestra (g)
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Anexo IV

Determinacion de antocianinas

Se uso el método descrito por Giusti y Wrolstad (2001):

Equipos

Espectrofotometro UV-VISIBLE RECORDING SPECTROPHOTOMETER
UV - 160A, SHIMADZU

Luz amarilla (habitacion protegida de la luz natural o luz artificial blanca)
Licuadora OSTER Osterizer

Balanza analitica METTLER TOLEDO AG204

Centrifuga marca Thermo SCIENTIFIC IEC CL31R Multispeed

pH metro WTW pH 330i

Reactivos

Cloruro de Potasio, calidad ACS

Acetato de Sodio, calidad ACS, 99,5%
Acido clorhidrico 0,2 N calidad ACS, 100%
Agua destilada

PREPARACION DE SOLUCIONES

Buffer pH =1,0

1.
2.

Disuelva 14,9 g de cloruro de potasio en 1 L de agua destilada (A).

HCI (0,2 N): diluya 16,58 mL de acido clorhidrico concentrado en 1 L de
agua destilada (B).

Agregue la solucién B a la solucion A lentamente, mida el pH en cada
momento y ajuste a pH = 1,0 con la solucion B.

Guarde la solucién final en una botella con tapa.
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Buffer pH = 4,5

1.
2.

Disuelva 136 g de acetato de sodio en 1 L de agua destilada (C).

HCI (1 N): diluya 82,9 mL de acido clorhidrico concentrado en 1 L de agua
destilada (D).

Agregue la solucién D a la solucién C lentamente, mida el pH en cada
momento y ajuste a pH = 1,0 con la solucion D.

Guarde la solucién final en una botella con tapa.

Preparacion de muestra

1.
2.

Homogenice la muestra fresca en un procesador de alimentos.
Muestras liofilizadas, empaquelas en bolsas metalicas o laminadas y

séllelas herméticamente.

Extracciéon (Muestras sélidas)

1.

Pese en cuatro vasos de precipitacion de 50 mL, una masa de 1,5 g de
muestra liofilizada o 3 g de muestra fresca aproximadamente. Dos masas
para m4 y dos para my.

Trasvase la muestra con una alicuota 50 mL de buffer (dos muestras con
buffer de pH = 1,0 y las otras dos con buffer de pH = 4,5) a cuatro vasos

pequenos de licuadora.

3. Mezcle en la licuadora a maxima velocidad durante 5 minutos.

4. Centrifugue vy filtre para obtener una solucion clara sin sedimento (si la

solucién esta libre de sedimento la absorbancia a 700 nm debe ser cercana
a0).

5. Ajuste a cero el equipo con el buffer de pH correspondiente.

6. Efectue la dilucion necesaria. (La dilucidon debe ser tal que la absorbancia

de la solucion pH = 1,0 esté entre 0,3 — 0,7 UA a 510 nm). La misma
dilucion que se haga a las muestras con pH = 1,0 se debe hacer para
muestras a pH = 4,5.

Realice las lecturas en el espectrofotobmetro de cada una de las soluciones
a dos longitudes de onda sin sacar la celda del equipo, primero a 510 nm y

luego a 700 nm.
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Extraccion (Muestras sélidas)

1.

Tome cuatro alicuotas entre 50 — 100 yL de muestra y coléquelas en cuatro
tubos de ensayo. Centrifugue antes la muestra si es necesario para
eliminar sélidos en suspensién. Dos alicuotas para m4 y dos para my.

Agregue una alicuota de buffer (dos muestras con buffer de pH = 1,0 y las
otras dos con buffer de pH = 4,5) de tal forma que el volumen final sea 5

mL.

3. Agite con ayuda del vortex durante 1 minuto cada tubo.

4. Ajuste el cero del equipo con el buffer de pH correspondiente.

5. Efectue la diluciébn necesaria, pero normalmente con muestras liquidas se

puede medir directo (La dilucidbn debe ser tal que la absorbancia de la
solucion de pH = 1,0 esté entre 0,3 — 0,7 UA a 510 nm). La misma dilucion
que se haga a las muestras con pH = 1,0 se debe hacer para muestras a
pH=4,5.

Realice las lecturas en el espectrofotometro de cada una de las soluciones
a dos longitudes de onda sin sacar la celda del equipo, primero a 510 nm y

luego a 700 nm.

CALCULO

La concentracion en mg de antocianinas por g de muestra viene dada por:

Donde:

[A4.1]

Cn = concentracion de antocianinas mg/g (muestras sélidas) mg/mL (muestras

liquidas)

A+ = Absorbancia media a 510 nm, buffer pH = 1,0 y m4
A, = Absorbancia media a 700 nm, buffer pH = 1,0 y m4
A3 = Absorbancia media a 510 nm, buffer pH =4,5y m,
A4 = Absorbancia media a 700 nm, buffer pH =4,5y m



115

m4 Yy my = masa de muestra de extraccion (g) (muestra sélida)/no hay masa de
extraccion (muestras liquidas)

Vi y Vo = Volumen de la alicuota de cada buffer pH = 1,0 y pH = 45
respectivamente (en mL que al dividir para 1000 pasa a L). (Para muestras
liquidas no hay extraccién, por lo tanto no hay volumen de extraccion).

€1 = Absorbancia molar de la antocianina mayoritaria (€4 = 26900 L/mol.cm)

PM = Peso molecular de la antocianina mayoritaria (cianidin-3-glucoésida) en las
frutas (PM = 449,2 g/mol)

fdi y fd, = Factor de dilucion para cada muestra de buffer pH = 1,0 y pH = 4,5

respectivamente

REGISTRO DE DATOS

Datos que se deben tomar durante el analisis:

mi m;
V4 Vo
Aq Ao
As Ay
{oF fd,

CONTROL DE CALIDAD

Control de réplicas
Nota: Todos los analisis se hacen por duplicados (si es posible triplicar). En cada
uno se controla que la diferencia porcentual [(rango/media)*100] sea menor que

10%. Si esto no se cumple, se repite el analisis.
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Anexo V

Método TEAC para determinar la capacidad antioxidante

Se uso el método descrito por Re et al., (1999):

Reactivos
— ABTS (7nM) : 96 mg
— Peroxidisulfato de Potasio (K2S20s) : 16,55 mg
— Trolox (2,5 mM) : 15,64 mg
— Etanol grado HPLC

Extracto
La capacidad antioxidante se mide con los mismos extractos obtenidos para la

determinacién de polifenoles.

Preparacion del reactivo ABTS *

— Se coloca en un matraz de 25 mL el ABTS vy el peroxidisulfato de potasio y
se afora con agua destilada

— Luego se deja reposar el reactivo entre 12 y 16 horas

— Posteriormente se toma 1 mL del reactivo y se coloca en un matraz de 100
mL y se afora con etanol grado HPLC

— Se lleva a un bafo maria a 30°C a esta temperatura se mantiene el
reactivo durante todo el analisis)

— Se mide la absorbancia en un espectrofotometro frecuentemente hasta que
la soluciéon este entre 680 y 720 nm (agregando una cierta cantidad de

reactivo de ser necesario

Preparacion del Estandar: Trolox
El Trolox se coloca en un matraz de 25 mL y se afora con etanol grado HPLC,

para obtener la solucion madre. Luego se realizan las siguientes diluciones:
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- 100% 1000 uL de soluciéon estandar

- 75% 750 pL de solucion estandar + 250 pL de etanol grado HPLC
- 50% 500 pL de solucién estandar + 500 pL de etanol grado HPLC
- 25% 250 pL de solucién estandar + 750 yL de etanol grado HPLC
- 12,5% 125 pL de solucién estandar + 875 pL de etanol grado HPLC

Una vez que el reactivo esta estable, se realiza la lectura de los estandares para

obtener la curva de calibracion.

Procedimiento

— Se trabaja en el espectrofotbmetro en modo cinético a una longitud de
onda de 734 nm y se utiliza etanol como blanco

— Se toma 1 mL de reactivo ABTS * y se realiza la lectura a los siguientes
tiempos: tiempo inicial (t1) = 10, tiempo final (t2) = 10 en un intervalo de
tiempo (t3) = 10 (tiempo en segundos). La absorbancia debe estar entre
0,680y 0,720.

— Luego se afiade 10 yL de muestra en el reactivo y se realiza la lectura a los
tiempos: t1 = 60, t, = 360 en intervalos de t3 = 10 (tiempo en segundos) se
realiza previamente diluciones de los extractos de modo que las medidas

estén dentro de la curva de calibracion.

Calculo
La curva de calibracion se obtiene graficando la concentracién vs el porcentaje de

inhibicién de los estandares.

[A5.1]

Donde:

%I = Porcentaje de inhibicion
Ao = Absorbancia inicial obtenida al final de t1 =10,t, =10y t3 =10
Af = Absorbancia final obtenida al final de t1 = 600, t, =300y t3 = 10
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Con la regresion lineal se interpolan los valores de %lInhibicion de las muestras y

se obtiene la concentracion:

y=mx-b [A5.2]

%l =mx-b [A5.3]
Donde:
%I = Porcentaje de inhibicidn
x = Concentracion de Trolox
b = Intercepto en el eje Y
Por lo tanto:

_ [A5.4]

Donde:

Cn = Actividad antioxidante como pmol equivalente de Trolox por gramo de
muestra

%I = Porcentaje de inhibicion de la muestra

fd = Factor de dilucién

P = Peso de la muestra (g) (para muestras liquidas no existe masa de muestra)

V = volumen de extraccion (para muestras liquidas no hay volumen de extraccion)
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Formato del reporte de analisis sensorial de jugo clarificado

DEPARTAMENTO DE CIENCIA DE
ALIMENTOS Y BIOTECNOLOGIA

LABORATORIO DE ANALISIS

JUGO CLARIFICADO DE MORTINO

ESCUELA POLITECNICA )

NACIONAL N

Ud. esta recibiendo una muestra de jugo clarificado de mortino obtenido mediante

el uso de tecnologia de membranas. Por favor pruébelo y conteste las siguientes

preguntas calificando la caracteristica indicada en una escala de mayor a menor

segln su percepcidon organoléptica.

Analice la muestra y marque con una (X) en la linea para indicar la valoracién que

otorga en cada atributo.

Intenso sabor a

fruta de mortifio

Débil sabor a

fruta de mortifio

SABOR
Intenso a fruta Débil a fruta
AROMA
Fuerte Débil
ACIDEZ
(0] 0115 i =T () 4 L=< 1R

.....................................................................

.....................................................................

..................................................................

..................................................................

Gracias por su colaboraciéon
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Anexo VII

Formato del reporte de analisis sensorial de jugo clarificado concentrado

DEPARTAMENTO DE CIENCIA DE ESCUELA P“‘,ﬂ%‘,‘&‘: @

ALIMENTOS Y BIOTECNOLOGIA

LABORATORIO DE ANALISIS

JUGO CLARIFICADO CONCENTRADO DE MORTINO

Ud. esta recibiendo una muestra de jugo clarificado concentrado de mortino
obtenido mediante el uso de tecnologia de membranas. Por favor pruébelo y
conteste las siguientes preguntas calificando la caracteristica indicada en una
escala de mayor a menor seglin su percepcion organoléptica.

Analice la muestra y marque con una (X) en la linea para indicar la valoracion que
otorga en cada atributo.

Intenso sabor a Débil sabor a

fruta de mortifio

SABOR fruta de mortifio |
Intenso a fruta Débil a fruta
AROMA
Fuerte Débil
ACIDEZ
(0] 011S) 0= (6 () 4 L= 1 RPN

.......................................................................................................................................
.......................................................................................................................................

Gracias por su colaboracion
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Proceso de extraccion de pulpa de mortifio

Desintegrado

Figura A.3 Desintegrador Ritz

Despulpado

Figura A.4 Despulpador Refinador
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Figura A.5 Limpieza de la malla del despulpador

Tratamiento enzimatico

Calentamiento previo a la hidrolisis enzimatica

Figura A.6 Marmita y olla de volteo
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Anexo IX

Equipo de microfiltracion tangencial de pulpa de mortifio

Figura A.7 Equipo de microfiltracién tangencial SEMATEC a escala de laboratorio
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Anexo X

Equipo de 6smosis inversa de jugo clarificado de mortifio

Figura A.8 Equipo de 6smosis inversa MICRO 240 a escala de laboratorio
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Datos recopilados durante el proceso 0smosis inversa para la obtencion

de jugo clarificado concentrado de mortifio

Tabla A.1 Datos del proceso de OI para obtencion de jugo clarificado concentrado de

mortifio
OBTENCION DE JUGO CLARIFICADO CONCENTRADO DE MORTINO
FECHA 26/05/2011
MUESTRA T camtdad 1 de Klerzyme 1501 de pulpa)
MASA (g) 3942,5
MEMBRANA ACF99
TEMPERATURA 30°C
PRESION 60 bar - 870 psi
(mtin) Ve (@ (mLYmin) (If;lrl:;ll?z) OBI;IX OBIPX T ?bl;l:'/;
0 0,0 0,0 0,0 8,2 0,0 30,0 60
5 98,8 21,0 52,5 9,2 2,5 31,3 60
15 289,4 19,0 47,5 10,0 | 2,5 30,2 60
25 461,6 17,5 43,7 10,9 | 2.8 30,1 60
35 6227 16,6 41,5 11,4 | 3,0 30,6 60
45 779,7 15,6 39,0 11,9 3,0 29,9 60
60 1003,7 15,0 37,5 12,8 3,0 30,6 60
75 1219,7 14,2 35,6 13,0 3,0 30,2 60
90 1425,7 14,0 35,0 13,1 3,0 30,4 60
120 1816,5 14,0 35,0 14,2 3,0 30,2 60
150 21948 11,8 29,5 16,0 3,6 30,6 60
180 2512,6 10,5 26,3 17,6 3,7 30,1 60
210 2804,8 9,0 22,5 20,9 3,7 29,9 60
230 2975,6 8,2 20,6 22,8 3,8 30,6 60
237 3021,8 8,0 20,0 23,4 3,8 30,2 60
A. Inicial 8,2 Final A. Inicial | 3942,5
. : VOLUMEN :
MUESTRAS °Brix | R. Final 23,4 30218 FINAL () R. Final 791,9
Permeado 3,8 Permeado | 3021,8

Vp = volumen de permeado, V = flujo de permeado, T = temperatura, t = tiempo;
PTM = presion transmembranaria, A = alimentacion, R = retenido, P = permeado



