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INTRODUCCION

Las frutas amazoénicas fueron identificadas como akernativa productiva desde
mediados de la década de los afios 80. Frutasctaies el arazdHugenia stipitaty son
parte de la gran diversidad presente en la regitezénica y han ganado mercado en la
tltima década. En el contexto mundial el mercadopamluctos exéticos (frescos y

procesados) ha crecido continuamente (Hernardei, 2007).

El principal pais importador de jugos tropicalesEetados Unidos con una participacion
del 16 % en segundo lugar Japdén con 11 %. Ecuaclgraoel décimo lugar como
exportador, con un 3 % de participacion en el ntercamundial y con una tasa de
crecimiento anual del 18 % a partir del afio 2000leEactualidad no existe un mercado
totalmente explotado e industrializado; es aquiddogxiste la oportunidad de satisfacer
los nichos presentes y futuros, especialmente gaderidencia de consumir productos
naturales exoticos que en la actualidad esta \egéatposibilidad de procesar el araza se
ha constituido en una alternativa importante passigonarse y ampliar el mercado
(CORPEI, 2007).

El araza debido a sus propiedades no solo coma fanbma, color, sabor, textura, etc.)
sino por su versatilidad en el cultivo y su amhitonercial despierta el interés para

estudiarlo y buscar maneras de aprovechar susladak. Debido a su alto contenido de
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pulpa, se lo puede utilizar para preparar en mezai#ajugos con otras frutas, néctares,
helados, cocteles y licores. También tiene buernowl para la extraccion de sus
principios aromaticos, por su olor muy agradablexgptico, por lo cual podria ser

utilizada en la industria de perfumes (Hernandé@s.

Diversos estudios realizados en Colombia, coincetegue ésta fruta tiene un tiempo de
vida en anaquel relativamente corto. Asi, cuando flatos son cosechados en su

madurez fisioldgica y almacenados a 24 °C, la memdaensorial se presenta luego de 4
dias. Después de 6 dias hay un deterioro marcadasenaracteristicas organolépticas.
Cuando la temperatura de almacenamiento es de [EBrfi@durez sensorial ocurre luego

de 5 dias. Se ha encontrado que el fruto sufresdadiofrio a temperaturas por debajo de
12 °C (Narvéaez, 2003).

El tratamiento enzimatico ofrece una alternativiidedpara superar inconvenientes en la
obtencion de los jugos, debido a la alta consistete las pulpas, ya que las sustancias
pécticas que estan presentes en todos los tejedtas gplantas como constituyentes de la
pared celular, son los que le otorgan firmeza atiofry se liberan en el proceso de

despulpado (Girard, 2000).

La tecnologia de microfiltracion por membranas pasga gran gama de aplicaciones, ya
gue ha adquirido importancia en el procesamientdodealimentos. Se basa en el
principio de la separacion fisica por el tamafiopteb que tiene la membrana, el cual
determina hasta qué punto son eliminados los sldisueltos, la turbidez y los
microorganismos. En este proceso los sdlidos resbes de la saturacion de las
membranas corresponden a los polisacaridos prouesiale la pared celular de las
frutas, constituidos principalmente por celulosamitelulosa, pectina, lignina y una
pequefia cantidad de proteinas (proteinas de estauenzimas), compuestos fendlicos,
pigmentos, lipidos y minerales; los mismos que dampn rol importante en el proceso
para la obtencion de un producto innovador, comel easo de los jugos clarificados de
frutas. (Binetti,et al 2004)
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Como se puede apreciar en el ANEXO No. 8, se pt@sema recopilacion de los
estudios que se han realizado en el Ecuador y @3 @aises, para establecer las
condiciones Optimas a escala de laboratorio y detalpiloto para la obtencion de jugos

mediante tecnologias de membranas.

Durante el establecimiento de la vida de anaquéljugo clarificado de araza,
refrigerado o congelado, se ha evidenciado la foidnade precipitados con una
composicion desconocida, los cuales afectan lactaafsticas relacionadas a la calidad

fisica de este producto.

Estudios preliminares realizados en el INIAP sefiatpme la formacion de estos
precipitados, se debe a la cristalizacion de laféawmrganicos (malico, oxalico y citrico)
0 sus correspondientes sales, lo cual podria edupto de las interacciones moleculares,
reacciones fermentativas, cambios en el pH y lagm@a de ciertos iones metalicos;
ademas de los azucares ligados a otros componeatss,es el caso de las proteinas de
origen vegetal propia de la fruta o de origen ahio@no podria ser el caso de las larvas
de las moscas, que son imperceptibles a simple distante la seleccion y el despulpado
de la fruta.

Con el presente trabajo se espera resolver estdepra tecnoldgico, que no se ha
presentado en las investigaciones realizadas piNI&P en la obtencion de los jugos

clarificados de uvilla, granadilla y del mango. Rak razén, es importante realizar la
extraccion del precipitado y conocer su composicdmravés de la caracterizacion
bioquimica y la utilizacion de pruebas especifidasidentificacion. Informaciéon que

servira para fortificar a la preparacion enzimaticeercial seleccionada para la pulpa de
araza, con el compuesto determinado, que se udilezael pre tratamiento que se realiza
anterior a la microfiltracion tangencial, y de estanera evaluar la estabilidad del jugo

clarificado obtenido.
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CAPITULO |

1 MARCO TEORICO

1.1 ARAZA (Eugenia stipitat3

FIGURA. No.1 PLANTA Y FRUTO DEL ARAZA

El araza, mostrado en la FIGURA. No 1; es origmae la region amazonica occidental
comprendida entre los rios Marafion y Ucayali yangroximidades de Requena y el
nacimiento del rio Amazonas. La mayor diversidadétjea deEugenia stipitatase

registra en el sudoeste de la Amazonia. La clasifin taxonomica del araza es la

siguiente: (7)

Division: Fanerd6gamas

Subdivision: Angiospermas

Clase: Dicotiledoneas
Orden: Myrtaceas
Familia: Myrtaceae
Geénero: Eugenia
Especie: stipitata

El araza se produce en las tres regiones del Ecuagidon norte (Cascales, Lago Agrio,
Shushufindi, Sacha, Coca, Loreto), regién centnetiflona, Tena, Mera, Puyo, Palora,

Macas, Sucua, Logrofio, Méndez, Gualaquiza) y regon (Yantzaza, ElI Bangui,



Nangaritza, Centinela del Céndor). (5)

1.1.1 CARACTERISTICAS DE LA PLANTA

Es un arbol de 12 - 15 m de altura y follaje dispeta floracién y las ramas nuevas
presentan abundante pubosidad, distribuida unifioremée. La cara inferior de las hojas

presenta pelusas duras de 0,5 mm de largo. (9)

Las hojas son delgadas, fuertes, elipticas y cdpieke bien marcado. Los racimos de
flores se conforman de dos a cuatro flores pedadasl La polinizacion es entomdfila.
Los frutos son bayas globosas y deprimidas, mide8 @ 12 cm de diametro y en su
madurez presentan una coloracion amarilla-doradapllpa es amarilla, incluso el

mesocarpio y los tejidos que rodean las semiligs. (

1.1.2 PRINCIPALES PLAGAS Y ENFERMEDADES

En la TABLA No 1, se presentan las principales atague afectan a la planta de araza.

TABLA No 1. PLAGAS QUE AFECTAN A LA PLANTA DE ARAZA (Eugenia stipitata)
Nombre Consecuencias Control

Las larvas de la mosca nacen y se desarrolM@diante aspersiones de
Mosca de la fruta en el interior de la fruta, se alimentan de lansecticidas. Es importante
(Anastrepha striata pulpa. eliminar los frutos que caen.

Es una arafiita, casi invisible, que ataca a los
Acaro de los cogollos cogollos tiernos, absorbe su savia, inocula laKelthane, como fungicida y
(Tegunutes guabae toxina causante de la toxemia. Aparecen acaricida.
puntos amarillos y deformacion de las hojas.

Las larvas, con sus propios excrementos, en la
base de las hojas, fabrican una céapsula café . . -
. : Mediante insecticidas o
Gusano negraMimallo oscura en la que viven y se desarrollan hasta__ = P
i . . mediante control bioldgico,
amilia) convertirse en pupas y luego en mariposa. En . .
. . ; con un tipo de avispa.
el estado larvario se alimentan del follaje de
los arbustos.

FUENTE: PROEXANT, 2005

1.1.3 MANEJO POSCOSECHA

La fruta que viene del campo y no es clasificadaeidiatamente debe almacenarse en un



lugar fresco, preferentemente en cuartos friostearperaturas de 5 a P, por un

periodo maximo de 20 dias. (7)

El fruto continla el proceso fisiolégico y maduraspués de cosechado, pero el
recolectado maduro tiene mas aroma. Luego de cadeatiebe colocarse en cajas de
hasta tres hileras de frutos cada una, debe treasg® con cuidado, para evitar la

deformacion de la fruta. (1)

La seleccion del fruto se realiza durante la cosexien la mesa de clasificacion. Las
frutas se clasifican por su tamafio, el diametrongaio es de 7,6 cm y el peso promedio
de 200 g, de acuerdo con esto se pueden clasfic&tspecial (diametro 8 cm, peso 230
g, coloracion amarilla), Extra (diametro 7 cm, peXa0 g, coloracién ligeramente
amarilla), Fancy (no cumple con los requisitos @aoites). En cualquier caso la fruta

debe estar sin magulladuras o dafios por hongextasso manipuleo. (2)

En la TABLA No 2, se presenta los resultados dedeacterizacion fisica para tres

clones recolectados por el INIAP, se trabaj6 coria 003.

TABLA No 2. CARACTERIZACION FISICA PARA LOS 3 CLONE S DE ARAZA

Peso Largo Diametro Relacion  Firmeza fruta
(@) (cm) (cm) L/D (kgf)

001 202,80+60,86 7,52+1,04 7,57+1,04 1,00080 2,41+0,61
002 115,64+67,87 5,63+1,38 6,18+157 0,91180 1,76+0,60
003 182,26 +57,29 7,50+0,98 8,7/0+0,98 0,98160 1,60+0,45

FUENTE: TOLEDO D. 2010

Clon*

1.1.4 COMPOSICION QUIMICA

A continuacion en la TABLA No 3, se presenta la posicion quimica de 100 g de

pulpa de araza en fresco.

TABLA No 3. COMPOSICION QUIMICA DEL ARAZA, EN BASE FRESCA



ANALISIS ARAZA
Humedad (%) 95,12
Cenizas (%) 0,14
Extracto Etéreo (%) 0,04
Proteina (%) 0,71
Fibra Cruda (%) 0,37
Carbohidratos totales (%) 3,62
pH 2,79
Acidez Titulable (% acido malica 2,79
Solidos Solubles (° Brix) 4,40
AzUcar Total (%) 1,89
Vitamina A (UI/100 g) 150,21
Vitamina C (mg/100g) 36,84
Polifenoles Totales (mg/100 g) 121,16
Carotenoides Totales (mg/100 g 0,27
Antocianinas (mg/100 g) 0,04
Actividad Antioxidante 5,00
(wmol equivalente trolox/qg)
Calcio (ug/g) 100,00
Magnesiofg/g) 47,00
Potasio (g/g) 500,00
. Fosforo (19/9) 100,00
Minerales Sodio (1g/g) 9.00
Hierro (ug/g) 1,00
Zinc (ug/g) 2,00
Selenio (1g/kg) 0,02
Cadmio (1g/kg) 4,00
Plomo {1g/kg) 40,00

FUENTE: BRITO, B., et al. Plegable N. 301 INIAP

1.1.5 USOS

El fruto de araza es mas adecuado para el proomstamiy/o industrializacion.
Dificilmente se consume la fruta en fresco, porseadie su elevada acidez (pH 2,66 a
3,43). La unica manera posible de manipular esita #s procesarla enseguida después
de la cosecha. La pulpa de araza, debido a sicoajenido en materia seca, es adecuada
para la elaboracién de productos en la linea deufss y los jugos, como son jugos

pulposos y clarificados, refrescos, dulce, négdga vy licor. (8)

Esta fruta tiene un alto rendimiento de pulpa,dader del 60 al 70 %, se puede utilizar

para combinarse con otros frutales, aunque el salaooma caracteristico del araza se



pierde facilmente con la coccion. En la Region Adméza Ecuatoriana se han

desarrollado pequefias empresas agroindustrialesytdizan la pulpa del araza para la
elaboracion de mermeladas combinadas con otrassfrespecialmente con papaya y
pifia. También se utiliza como saborizante de bshydaedcteles, en reemplazo de otras
frutas como la naranijilla, el maracuya y la pifia. giel de la fruta de araza contiene

aceites esenciales de gran aroma, con potencedesen la industria cosmética. (5)

1.2 LA PARED CELULAR DE LOS VEGETALES

La pared celular de los vegetales constituye unvalema resistente y extensible que
rodea al plasma, es una estructura dinamica qumite el desarrollo de las células

jovenes, determinando su tamario y forma. (38)

Constituye un sistema tampoén entre el medio extgriel contenido protoplasmaético,
este es un compartimiento permeable al agua y en&tabolitos auxiliares del cual el
citoplasma toma los elementos necesarios para sabalismo y retorna componentes
que ella los elabora, como son las secreciones gdsperdicios; ademas ella asegura la

rigidez y la cohesién de las células en oposicitos &hoques osmoticos. (25)

1.2.1 COMPONENTES DE LA PARED CELULAR

La pared celular de los vegetales esta constitegkncialmente de polisacaridos y
lignina, una pequefia cantidad de proteinas (padeide estructura, enzimas),

compuestos fendlicos, pigmentos, lipidos y minstgé)

Las células vegetales contienen una gran varieéagraoteinas, que funcionan como

catalizadores de las reacciones que se efectikas eglulas (es el caso de las enzimas),
0 como componente estructural de ellas (en el theldas membranas). Las proteinas
estan constituidas por un conjunto de numerosasaulals de diferentes aminoacidos.

(26)

El almiddn, es el principal polisacarido de resequa se encuentra en la célula vegetal,
se sintetiza en los cloroplastos y en los érgano®itosintéticos, como los amiloplastos.



El almidén es un polimero de glucosa que existdosrformas: la amilosa, una molécula
esencialmente lineal y la amilopectina, una mokculy ramificada que posee una

cadena de mucha longitud. (32)

Los taninos, son un grupo heterogéneo de sustacmmglejas polihidroxifendlicas. Un
buen agente tonificante posee un peso moleculae €00 y 3.000, conteniendo
suficientes grupos fendlicos para formar efecticaogces con las proteinas. Son muy
solubles en agua, dando una reaccion acida pardese les denomina acidos tanicos ya
gue estan compuestos por acidos fendélicos en sarfaagolubles en alcohol, glicerina o
acetona, insolubles en solventes apolares comp afteoformo, benceno, disulfuro de
carbono. (30)

Los grupos fendlicos son los responsables de sydeplades astringente y aséptica. Los
polisacéaridos que forman parte de la pared cepuladen ser homo o heteropolimeros,
constituidos por encadenamientos lineales o raatiis de azucares neutros de seis
atomos de carbono (hexosas o metil-pentosas)nde étomos de carbono (pentosas) y
azucares acidos de seis atomos de carbono (adidogas). En la FIGURA No 2, se
presentan los azucares componentes de los poltdasd@d)

1.2.2 CARACTERIZACION QUIMICA DE LA PARED CELULAR DE ARAZ

La pared celular de la pulpa del araza fue extrgidaurificada, es conocida como
materia insoluble en alcohol y agua (MIAA). La adesizacion quimica de la pared
celular purificada comprendid los siguientes amalieemicelulosa, celulosa, lignina,

almidon, proteina, cenizas y la pectina insoluble.

Los valores promedios se reportan en la TABLA Nopdra cada uno de los

componentes. (3)

FIGURA No 2. AZUCARES COMPONENTES DE LOS POLISACARIDOS INSOLU BLES DE LA
PARED CELULAR
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FUENTE: SAMANIEGO , INIAP 2003

TABLA No 4. CARACTERIZACION QUIMICA DE LA PARED CELULA R PURIFICADA, EN LA PULPA
DE ARAZA

ANALISIS* MIAA DEL ARAZA

Hemicelulosa (%)

11,18 + 0,37
Celulosa (%) 24,55 + 0,37
Lignina (%) 17,94 + 0,90

Almidon (%) 3,49 +0,01
Proteina (%) 15,92 + 0,01
Cenizas (%) 3,28+0,01
Pectina Insoluble (%) 23,65+ 0,88
FUENTE ; LAVERDE 3. 2011

1.3 LAS PROTEINAS



Las proteinas son polimeros de alto peso molealgaaproximadamente 1 x 104 a 1 x
106 Dalton, cuando se solubilizan son de dimensiawdoidales. Tienen propiedades
anfotéricas y su hidrolisis completa produce unaamede aminoacidos. Todas las
proteinas contienen carbono, hidrégeno, oxigenmgano, azufre, fésforo y algunas de
ellas contienen hierro, cobre o zinc. La presem@anitrogeno es una caracteristica

importante, ya que imparte a las proteinas mudbasis propiedades especificas. (6)

Las proteinas con un alto contenido de acido gligtang aspartico tienen su punto
isoeléctrico en un intervalo de pH acido, mientiase las que contienen altas

concentraciones de lisina y arginina, lo tienetdafzalino. (10)

La forma y la intensidad de ionizacién de los gsupmizables, desempefian un papel
muy importante en su estabilidad, al igual que e®s Garacteristicas y propiedades
funcionales. Debido a que estan constituidas pan@midos, las proteinas también
desarrollan una carga neta que depende de lancflude los diferentes grupos radicales

ionizables y del pH al que se encuentren. (10)

1.3.1 CLASIFICACION

La complejidad y la diversidad son las caractedstpredominantes de las proteinas, por
lo que resulta dificil establecer una clasificaaiurosa. Los criterios mas usuales estan
basados en la composicion, la forma, la solubiligath funcion biolégica de las

proteinas. Como se muestra en la TABLA No 5.

Dentro del grupo de las proteinas clasificadassposolubilidad, las albaminas solubles
en agua y las globulinas, solubles en solucion@sasadiluidas, son las mas importantes.
Esto se debe a que la mayoria de las enzimas, hagng otros polimeros de gran

importancia biologica pertenecen a estas dos cldegzoteinas. (6)

TABLA No 5. CLASIFICACION DE LAS PROTEINAS SEGUN SU COMPOSICI ON, SOLUBILIDAD Y
FUNCION



Clasificacion

Propiedades

Ejemplo

1.
2

a)
b)

<)
d)

€)

L,
2,

2.

5.

6.

s

Por su composicion

Simple
Conjugada

Metaloproteinas
Glucoproleinas
Fosfoproteinas
Lipoproteinas

Nucleoproteinas

Por su forma

CGlobular
Fibrosa

C. Por su solubilidad

Alblimina
Globulinas
Iistonas

Gluteninas

Prolaminas

liscleroproteinas

D. Por su funcién

Estructural
LEnzimas
Hormonas
Toxinas
Anticuerpos

Transporte de 02

Contiene solo aminodcidos
Contiene una fraccion no proteica

Pigmentos
Contiene carbohidratos

Contiene fosforo
Contiene lipidos

Contiene ac. nucleicos

Esféricas u ovoides

Forman fibras de tejido conectivo
Proteina de ligamentos y tendones
Pelo, lana, uiias, cuernos

Proteina muscular

Responsable de la coagulacion de la
sangre y

Solubles en agua y soluciones salinas.

Poco solubles en agua, solubles en sol.
salinas

Alto contenido de aminoécidos bisicos
No coagulan por el calor

Insolubles en agua y alcohol. Solubles
en alcalis y dc. débiles

Solubles en 70% de alcohol

Insolubles en la mayoria de los
solventes

Forma parte estructural del cuerpo

Catalizan reacciones
Mensajeros quimicos
Proteinas  dafiinas,
MICTOOTZanismos
Proteinas protectoras elaboradas por el
organismo

Transporta O, de los pulmones a los
tepdos

Almacén de O, en el misculo

generadas  por

Insulina

Mioglobina, hemoglobina
Inmunoglobulinas, fraccion 78 de la soya,
caseina K, mucina

Caseinas de la leche, flavoproteinas,
pepsina
Lipovitelina de la yema del huevo

Virus, genes

Albimina de huevo
Coldgeno

Elastina

Queratina

Miosina y Actina
Fibrinogeno

a-Lactalbimina de la leche, ovoalbiimina
del huevo

Miosina del misculo, globulina del plasma
Proteinas unidas a dc. nucleicos

Gluten del trigo

Zeina del maiz, gliadina del trigo

Todas las proteinas clasificadas en B-2 en
esta tabla

Proteinas clasificadas como B-2

Lipasas, proteasas

Insulina, glucagén

Toxina botulinica

a-globulina de la sangre

Hemoglobina

Mioglobina

FUENTE: ANGLEMIER MONTGOMERY A.1989

1.3.2 ORGANIZACION ESTRUC URAL
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Las propiedades y caracteristicas de las proteyiasean inmunoldgicas, enzimaticas,
nutritivas, hormonales, etc., dependen fundameetalende la conformacion en que se
encuentran. Para que una proteina tenga una degefanactividad biologica es necesario
gue adquiera una conformacion especifica y Uniaaldstruccion de dicha conformacién

trae consigo la pérdida de su actividad. (16)

Cuatro estructuras de las proteinas estan estatabzpor diferentes tipos de uniones
quimicas que se muestran en la TABLA No 6. Los agdacovalentes son los
responsables de la estructura basica de las pastede producen como resultado de un
reparto de electrones dos o mas atomos, son lareth®r longitud y los de mayor
energia. El establecimiento de uniones covalemé® eéesiduos de cisteina limita el

namero de estructuras proteicas posibles y coyibusu estabilizacion. (6)

TABLA No 6. FUERZAS DE UNION ENCONTRADAS EN LAS PROTEINAS .

Tipo Mecanismo Energia Grupos que
(Kcal/mol) interaccionan

Covalente Reparto de electrones 30-100 C-C, C-N, C=0, C-H
S-S, C-N-C

Puentes ionicos Atraccion coulombica entre  10-20 NH3+, -COO , NFT

grupos cargados

opuestamente
Puentes de El hidrégeno repartido entre  2-10 N-H O=C, OH
hidrégeno 2 atomos electronegativos
Fuerzas atractivas Induccion mutua de 1-3 Grupos apolares

Van der Waals  momentos dipolares en

grupos apolares

FUENTE: CHEFTEL, et al 1989
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Los puentes idnicos se forman por una atracciare gmtipos cargados de signo opuesto
y son las uniones polares mas fuertes que exigielase proteinas. Los puentes de
hidrogeno son los mas débiles y sin embargo, desigampun papel muy importante en la
estructura de las proteinas. Las fuerzas de abrade Van der Waals se producen por la

induccién de un momento dipolar entre grupos et&strente apolares. (12)

La organizacion de una proteina vieneefindla por cuatro niveles
estructurales denominados: estructura primag@yrglaria, terciaria y cuaternaria. Cada

una de estas informa de la disposicion de la amten el espacio.

a) Estructura primaria

Determinada por la forma secuencial y ordenadauensg encuentran distribuidos los
aminoacidos a lo largo de la cadena de proteinaures propiedad altamente
reproducible, controlada genéticamente y Unica pada fraccion proteica. Muchas de
las propiedades y caracteristicas de las protelapenden de la secuencia y tipo de
aminoacidos que contengan. La presencia de una cgatidad de aminoé&cidos
hidrofobos determina la escasa solubilidad de fagefnas en agua, mientras que los

hidrofilos hacen que éstas se solubilicen rapidaeng29)

Debido a la influencia de los diferentes gruposcadds, la estructura primaria determina
en gran medida el tipo y la intensidad de las etras secundaria y terciaria de las

proteinas.

b) Estructura Secundaria

Se refiere a la ordenacion regular y periodicalerspacio de las cadenas polipeptidicas
a lo largo de una direccion, lo que es evident&asgproteinas fibrosas, que poseen una
conformacion extendida. Termodindmicamente cormd@oa un sistema estable y
organizado con un minimo de energia libre. Estdocoracion depende de la polaridad,

hidrofobicidad y del conjunto estérico de las caddaterales. (36)
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Existen tres principales tipos de estructuras stemies de las proteinas: la hélicela
conformaciomB y la hélice del colageno, todas estan estabilzada diferentes fuerzas,
siendo las mas importantes las electrostaticapuestes de hidrogeno, las interacciones

hidrofobas y las interacciones dipolo-dipolo.

La gran mayoria de las proteinas tiende a formlards@: en las que una vuelta completa
de la hélice contiene aproximadamente 36 aminoacldes hélices presentan la menor
energia libre y por lo tanto es la forma mas estal@ estructura secundaria de una

proteina. (16)

c) Estructura terciaria

Esta estructura se refiere al modo en que la cgoaipeptidica se curva o se pliega para
formar una estructura estrechamente compacta,tedsdicas de las proteinas globulares
En este caso las principales fuerzas que contnibayla estabilidad de la estructura son

los enlaces disulfuro (S-S), los hidréfobos y Inkaees idnicos. (26)

Los grupos radicales de los diferentes aminoaciéssmpefian un papel muy importante
ya que el grado de estructura terciaria que laeprat adquiera dependera de su
naturaleza, de su tamafo y de los efectos est@iso®jerzan. De todos los puentes y
enlaces que intervienen en la estructura terciati@nlace di sulfuro (S-S) es el mas
fuerte y se forma cuando dos moléculas de cissgnaidan, lo que le imparte una alta

estabilidad a la proteina. (27)

Cuando las proteinas se disuelven en agua tiendmig@rir una estructura con una
energia libre minima. Esto les confiere una mayiakglidad y determina que los
aminoacidos no polares se orienten hacia el centbinterior de la proteina. Mientras

que los polares lo hacen hacia el exterior en ctmtzon el agua. (27)
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d) Estructura Cuaternaria

Esta estructura informa de la union de varias caslguolipeptidicas con estructura
terciaria, mediante enlaces débiles (no covalentegh formar un complejo proteico.
Cada una de estas cadenas polipeptidicas recit@mrédre de protdmero, cuyo numero
varia desde dos como en la hexoquinasa, cuatra banhoglobina o muchos como la

capsida del virus de la poliomielitis, que const&0 unidades proteicas. (25)

1.3.3 PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS

En los aminoacidos y las proteinas se hallan grugpuoso, carboxilo, sulfihidrilo,

hidroxilo, indol e imidazol, ademas del imino y lwanilo del enlace peptidico. Estos
grupos funcionales son capaces de reaccionar cos @mpuestos del medio y entre si,
originando enlaces inter o intramoleculares, querdenan las propiedades fisicas y
quimicas de las proteinas. Muchas de estas praj@sdiependen también de factores

extrinsecos, como el pH, la temperatura, la préselecsales, etc. (36 )

* Peso Molecular

El peso molecular de las proteinas puede variated@800 Dalton, como es el caso de la
insulina, hasta varios cientos de miles como ellgenas fracciones proteicas de la soya.
La velocidad de sedimentacion de una proteina kitiéa depende directamente de su
peso molecular, forma, densidad, velocidad apliceidaosidad y densidad del solvente
en que se encuentra. El peso molecular varia dadgeon el estado de agregacion en

que se encuentren. (11)
e Composiciéon
Las uniones peptidicas de las proteinas son tidiadis en presencia de acidos y bases

fuertes y también ciertas enzimas. Cuando se taliena solucion proteica durante

varias horas en HCI 6 N, las proteinas se hidnolzampletamente en sus aminoacidos
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constituyentes. También se obtiene una hidrélaial & ebullicion a 90 °C, la solucion
en NaOH 5N.

Las enzimas proteoliticas catalizan la rotura deum@dn peptidica. Cada enzima

proteolitica posee su propia especificidad, esrdatzdca preferentemente ciertos tipos de
uniones. La hidrdlisis parcial de las proteinasdpoe cadenas cortas de péptidos que
contienen unos pocos residuos de aminoacidos. pépiglos también pueden obtenerse

por sintesis, a partir de aminoacidos. (19)

+ Cuantificacion

Existen varios métodos para la cuantificacion degdnas pero la mayoria tiene como
principio alguna reaccion quimica caracteristicdodegrupos radicales de los diferentes
aminoéacidos. Varios reactivos como el acido nitried sulfato de cobre, I$-
naftoquinona sulfonato, dan reacciones coloreadaslas proteinas y algunas de ellas
tienen también utilidad en las determinaciones tiatinas: El método de Kjeldahl es el
mas utilizado en la mayoria de andlisis cuantitatisle proteinas y en muchas ocasiones

se toma como referencia de comparacion cuandoaseoti®s técnicas. (11)

+ Desnaturalizacion

Se define como toda modificacion en la conformadi@nla proteina. Por lo tanto,
implica una destrucciéon en mayor o menor gradaadauhiones de valencia secundarias
responsables de la conformacion propia de la pateriginal, sin que se produzca
ruptura de las uniones covalentes o proteolisig. (2

Cada proteina tiene una diferente sensibilidad s #gentes desnaturalizantes,
dependiendo de la facilidad con que éstos afecemstructura tridimensional del
polipéptido. Las proteinas desnaturalizadas prasewaracteristicas y propiedades
distintas a las de las proteinas en forma natimaguanto a la solubilidad, movilidad
electroforética, propiedades espectroscopicas enfrarrojo y el ultravioleta, punto

isoeléctrico, la viscosidad de sus dispersioneseatany sus propiedades biologicas se
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pierden. Estas diferencias estdn muy relacionadss e@ método usado para la

desnaturalizacion. (6)

Las operaciones mas importantes que se empleamteueh procesamiento de los
alimentos y que pueden inducir la desnaturalizacd, las proteinas son el
calentamiento, la presion, la irradiacion, el cdageento, los esfuerzos mecanicos, el
pH &cido o alcalino y la presencia de sales. Eemgéicualquier agente quimico capaz de
romper puentes de hidrogeno e hidrofobos puedesacda desnaturalizacion de las
proteinas, la urea, el clorhidrato de guaniding,detergentes, el alcohol, la acetona y
otras sustancias inducen este fendmeno. Es imperanel procesamiento de alimentos,
ya que puede contribuir tanto a la textura comosabor de muchos productos

alimenticios. (36)

* Interaccion proteina-proteina.

Este tipo de interaccion es comun en alimentoswomlto contenido de proteina. En
algunos casos es necesario propiciar las condgipae que se efectlen, ya que esto
hace que muchos productos sean mas estables, comlocaso de la interaccion que
sucede con la caseina y [&lactoglobulina durante la manufactura de leches
concentradas y evaporadas. Otros ejemplos de d¢oteres proteina-proteina se
observan en las micelas de la leche, las protei@de soya, la contraccion muscular, las

reacciones entre anticuerpo y antigeno y la foramadel complejo enzima-sustrato. (24)

Las principales fuerzas que contribuyen a estasaotiones son las uniones hidréfobas
orientadas en forma ordenada, que hacen que seizgeod grandes complejos de
proteina. La estructura cuaternaria de las praiea® el resultado de este tipo de

interaccion, que es muy comun en alimentos coritarcantenido de proteinas. (27)

Desde el punto de vista nutricional, la formacioe eéstas uniones intra o

intermoleculares, rebaja la digestibilidad deldggeno, el coeficiente de eficacia proteica
y el valor biol6gico de la proteina afectada. Adsp@uede quedar muy reducida la
disponibilidad nutricional de la mayor parte de &minoacidos y especialmente de la
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lisina. Estas uniones covalentes glutamil-lisil spatil-lisil impiden, por bloqueo
estérico, que las proteasas alcancen los sitidggdiélisis y retardan asi la digestion in

vivo de las proteinas. (6)

* Interaccion proteina-polisacarido

En general, las reacciones entre carbohidratostgipas son de origen iénico. Debido a
que las proteinas y los polisacaridos tienen cariagticas coloidales, pueden formar
agregados con estructuras tridimensionales muyefirouya estabilidad es funcion de la
fuerza idnica, del pH del sistema y de la relagéoteina-carbohidrato. La mayoria de

propiedades y caracteristicas fisicas de los atimsedependen de ellas. (6)

Sin embargo algunos carbohidratos utilizados cowmlitivas alimentarios (alginatos,

pectinas y carrageninas), tienen grupos funcionaleg reactivos, como carboxilos y
sulfatos, que pueden facilmente interaccionar asndiferentes grupos activos de las
proteinas y reducir su digestibilidad, ya que ehptejo proteina-carbohidrato que se

produce es dificil de atacar por las enzimas phiiess del sistema digestivo. (25)

* Interaccion proteina-lipido

Los lipidos pueden interaccionar de diferente meamen las proteinas, basicamente a
través de puentes hidrofobos o idnicos, aunque iGaméxisten puentes salinos. Las
lipoproteinas, tienen una funcidn importante en tigglos vivos e influyen en las

propiedades fisicas y funcionales de los aliment@ada proteina tiene diferente
capacidad emulsionante, que depende en gran meiddalance de aminoacidos
hidrofobos/hidrofilos y del método empleado en btencion. Por ejemplo, el uso de

caseinatos y derivados de la soya en la manufadéueanbutidos y céarnicos. (11) (35)

Sin embargo, existen casos en los que se formamesicovalentes entre los productos
de oxidacion de los lipidos y proteinas. En algusosentos, tales como los pescados
congelados y deshidratados, las harinas de pesdadoharinas de semillas de

oleaginosas, etc., puede producirse la oxidacidogikpidos, seguida de una interaccion
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covalente proteina-lipido. Las reacciones lipidotgina puede originar efectos

nutricionales desfavorables. (6)

+ Hidrofobicidad

La solubilidad de las proteinas en el agua, depesdacialmente de la distribucién de
los grupos polares y apolares de la cadena laterlds aminoacidos que la constituyen.
La hidrofobicidad de las proteinas, lo mismo queddos aminoacidos y péptidos, puede
determinarse a partir de las solubilidades resgesten el agua y un solvente menos

polar como el etanol. (24)

1.3.3.1 Propiedades Funcionales

El término "propiedad funcional" se define comoaaoropiedad fisico-quimica que
afecta el comportamiento y las caracteristicasrdalimento y por tanto contribuye a la
calidad del producto final. Estas propiedades dége®n gran parte de las interacciones
de las proteinas con otros constituyentes de loseatos, como carbohidratos, lipidos,
agua y sales. En ellas también influyen el pH,dmperatura, la fuerza ionica, la
constante dieléctrica del medio, la concentrac@njpo de proteina y el tratamiento
térmico previo que sufrié el polimero durante steobion. (51)

Las proteinas vegetales, especialmente las de pogaen propiedades emulsionantes,
estabilizadoras y de absorcion de grasa. En laoedaldn de derivados carnicos, las
proteinas de soya forman una estructura que retimngltaneamente agua y grasa, y
mantienen la estabilidad y consistencia del pradgotido. Asimismo, estas proteinas
facilitan la absorcion de agua de los productosiémios con lo que se evita, en parte la

pérdida de volumen y humedad. (11)

Las proteinas son nutrientes primordiales pero i@mbontribuyen al desarrollo del
color y el sabor, por participar en la reaccion Maillard y otras reacciones de
pardeamiento. Ademas, juegan un papel importantel eomportamiento fisico de los
alimentos durante su preparacion, transformaci@nmacenamiento. Las propiedades
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funcionales de las proteinas alimenticias, puedisificarse en tres grupos principales:
Propiedades de hidratacion, propiedades depensglialgelas interacciones proteina-

proteina y propiedades superficiales. (37)

a) Propiedades de hidratacion

Para utilizar los concentrados y aislados desladost de proteina, hay que hidratarlos.

El comportamiento fisico-quimico y reoldgico de jasteinas y los otros constituyentes

del alimento, esté influenciado, no soélo por laspreia de agua sino también por la

actividad de la misma. Los grados de hidrataci@pmresentan varias proteinas se deben
en parte a las diferencias que existen en la Galad® aminoacidos polares y no polares
de cada proteina y ademas a factores extrinsecns eb pH, la fuerza ionica y la

temperatura. (34)

Los aminoacidos polares son los grupos que ejetcen mayor influencia en las

interacciones proteina-agua, pueden ser de naaraédionica, amoénica y no ionica. Los
sitios activos mas importantes de los aminoacidoscapacidad para formar puentes de
hidrogeno son los -COOH, -NH2, -OH (los radicalegdgen encontrarse en cadena
alifatica o fendlica), >C=0 vy -NH-, tienen una rmayapacidad de retencion de agua
cuando se encuentran en forma ionica, por lo qu#lleencia del pH del sistema en que

se encuentran es fundamental. (55)

La presencia de sales (NaCl, MgSK,SQ,, NH4Cl, KC1) influye en forma
determinante en la solubilidad, la viscosidad, idratacion y la gelificacion de las
proteinas, lo cual estd estrechamente relacionadoet hecho de que algunas sales
pueden interaccionar con los grupos o sitios astiyae retienen agua. La cantidad de
sales que se unen con la molécula de proteinasekinoidon de la actividad de agua del
sistema, mientras que la cantidad de agua ret@oidias proteinas es una funcion de la

concentracion de sales. (12)
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b) Solubilidad

La solubilidad de las proteinas esta determinadares factores principales: su grado de
hidratacion, densidad y distribucion de cargas &idgo de la cadena y la presencia de
compuestos no proteicos como fosfatos, carbohilratéipidos que pueden tener un
efecto estabilizante. Las proteinas son electsolit® alto peso molecular y de un gran
orden estructural, por tanto son muy susceptiblegnzbios profundos en su solubilidad
cuando se altera alguno de los tres factores megmbis. Los principales agentes capaces
de inducir dichos cambios son la fuerza idnicapté) las propiedades dieléctricas del
solvente y la temperatura. (36)

La solubilidad de las proteinas también dependaateres intrinsecos como la relacion
aminoacidos hidréfobos-hidrofilos, su secuenciaménoacidos o estructura primaria y
la longitud de la cadena polipeptidicas. (24)

Desde el punto de vista practico los datos solsredeacteristicas de solubilidad son muy
Utiles para determinar las condiciones 6ptimas xteaecion y purificacion de las
proteinas, asi como para la separacion de fraipnateicas. La solubilidad bajo
distintas condiciones, también proporciona una auewdicacion de las aplicaciones
potenciales de las proteinas. Esto se debe al ltechoe el grado de insolubilidad es la
medida mas préactica de la desnaturalizacion, cungooteina muestra un descenso en

la capacidad gelificante, emulsionante y de fordrade espumas. (6)

La insolubilizacion completa de las proteinas dgiua su precipitacion, lo que sucede
cuando varias moléculas del polipéptido llegantaresn contacto muy intimo, de tal

manera que forman grandes agregados de menorlgt@dhbijue la de las moléculas en
solucion. Esto se puede lograr al ajustar el ppuako isoeléctrico de la proteina por la
adicion de sales MgSQO(NH,)2 SO, y KoSOy, 0 ciertos solventes como el etanol y la

acetona. (37)

Entre los factores extrinsecos que afectan la diolat de las proteinas y que pueden ser

modificados para obtener las propiedades deseadedubilidad, se mencionan:
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+ Efecto de la fuerza idnica

Dentro de un cierto intervalo de bajas concentreegp las sales incrementan la
solubilidad de muchas proteinas, fenbmeno que e@egimombre de solubilizacién por
salado. Los cationes y aniones de las sales ndigres afinidad por los grupos idnicos
radicales provenientes de los aminoacidos ionigalger lo que evitan la interaccion
entre moléculas de proteina a través de sus gagrgados. Al inhibir dicha interaccién

aumenta considerablemente y se produce la solatiifiz de las proteinas. (11)

Por el contrario, si se aumenta considerablementadrza iénica del sistema, se logra
reducir la solubilidad hasta producir la precipidacde las proteinas, fenbmeno que es
llamado insolubilizacion por salado. En este casocensidera que las sales en
concentraciones elevadas tienen un efecto deshdeasobre las proteinas, lo que se
refleja en que la proteina pierde parte del aguwalguodea y que sirve como agente

estabilizante. (39)

Las sales de los iones divalentes tales como elO4g8NH,).SO, y KoSO, son mucho
mas eficaces en la precipitacion de las protein@slas sales de iones monovalentes
como NaCl, NHC1 y KC1.

e Efecto del pH

Dependiendo del pH del sistema, las proteinas puedtiar como cationes o0 como
aniones, de tal manera que al tener la misma oalégdrica desarrollan fuerzas de
repulsion entre ellas lo que repercute en un awndatsu solubilidad y estabilidad. La
solubilidad de las proteinas globulares estd mfiyanciada por el pH del medio en el
gue se encuentran: es minima en su punto isoel&cpero aumenta considerablemente
al alejarse de él. En el punto isoeléctrico, laxZas de repulsion son minimas, lo que
hace que las proteinas tiendan a agregarse coanseatiente precipitacion final. No
todas las proteinas son insolubles en su punttéidoeo como sucede con las proteinas

del suero de la leche. (41)
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+ Efecto de los solventes

Los solventes no acuosos ejercen una influencia mascada en la estabilidad y la
solubilidad de las proteinas, de tal manera quetstante dieléctrica del medio en que
se disuelven, es un factor determinante. La fudezatraccion entre dos moléculas de
proteina puede aumentar si se colocan en un seheamt un valor bajo de constante
dieléctrica. (38)

e Efecto de la temperatura

Dentro de un intervalo limitado de 0 a 40 °C, laisitidad de la mayoria de las proteinas
se incrementa con el aumento de la temperaturaemsbargo hay algunas excepciones
como la caseina de la leche que es mas solublgue @G 25 °C. La mayoria de las

proteinas son inestables a temperaturas mayor3-8@ °C. (24)

1.4 LAS ENZIMAS

Una enzima es una proteina de origen natural quadizzareacciones biologicas con un
alto grado de especificidad. Todas las enzimasada® son de origen proteico y como
la mayoria de los catalizadores solo aceleran laciad de aquellas reacciones que
termodinAmicamente son posibles, multiplicando elocidad por un millén de veces o

aun mas. (41)

La estructura quimica de toda enzima es de cargotéeico globular y puede o no
requerir otra molécula llamada cofactor para de#larrsu actividad biol6gica. Debido a
Su naturaleza proteica, a las enzimas les afegtamismos factores que a las proteinas:
temperatura, solventes, sales, pH, etc., que mneadifla estructura quimica con la
consecuente pérdida de su actividad cataliticdrdaion no proteica es parte integral
del centro activo de la enzima, es una moléculbaje peso molecular, muy estable al

calor y se encuentra libre o unida a la parte prat¢40)
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1.4.1 PROPIEDADES DE LAS ENZIMAS

* Especificidad.

La especificidad de las enzimas es muy importantelgrocesamiento de alimentos,
donde es deseable modificar solo un componenteethzmas son altamente especificas
tanto en la reaccion que catalizan como en la Géleae las sustancias reaccionantes,
denominadas sustratos. Una enzima cataliza norm&no@a sola reaccién quimica o un
grupo de reacciones estrechamente relacionadgsadid de especificidad del sustrato es

normalmente elevado y a veces practicamente abslf)

La especificidad de las enzimas se divide en cugtupos: estereoquimica, baja, de
grupo y absoluta. La esteroquimica se refiere anga@almente las enzimas utilizan D o
L isbmeros como sustrato, los aminoacidos pertenecda serie L, por lo que las

enzimas tienen una especificidad estereoquimicaestws sustratos. La especificidad
baja se presenta cuando las enzimas atacan umdaetdo tipo de enlace quimico sin

importar la naturaleza del sustrato. Las enzimasespecificidad de grupo actian sobre
un sustrato que contiene un determinado enlacegrupo quimico especifico a lado de
dicho enlace. Y la especificidad absoluta es la owdsUn, consiste en que la enzima
utiliza una sola y muy especifica sustancia constrato. (12)

« Nomenclatura

El nombre de una enzima suele derivarse del sostrale la reaccién quimica que
cataliza, con la palabra terminada en -asa. Ponpdge lactasa proviene de su sustrato
lactosa; alcohol deshidrogenasa proviene de leci@aaue cataliza que consiste en
"deshidrogenar” el alcohol; ADN polimerasa provietanbién de la reaccion que

cataliza que consiste en polimerizar el ADN. (56)

La Union Internacional de Bioquimica y Biologia Molllar ha desarrollado una
nomenclatura para identificar a las enzimas, basadas denominados Numeros EC. De

este modo, cada enzima queda registrada por unzersga de cuatro numeros
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precedidos por las letras "EC". El primer numerasifica a la enzima segun su
mecanismo de accion. A continuacion se indicanskis grandes clases de enzimas

existentes en la actualidad: (16)

v' EC1 Oxidorreductasas: catalizan reacciones de meidaccion o redox. Precisan
la colaboracion de las coenzimas de oxidorreduc@#D™*, NADP', FAD) que
aceptan o ceden los electrones correspondientas.ldraccion catalitica, estas
coenzimas quedan modificadas en su grado de ogmapor lo que deben ser
recicladas antes de volver a efectuar una nueweiéea catalitica. Ejemplos:

deshidrogenasas, peroxidasas.

v EC2 Transferasas: transfieren grupos activos (alierde la ruptura de ciertas
moléculas) a otras sustancias receptoras. Suel&maraen procesos de
interconversién de monosacaridos, aminoacidos, Egmplos: transaminasas,

quinasas.

v' EC3 Hidrolasas: catalizan reacciones de hidrétisis la consiguiente obtencion
de monomeros a partir de polimeros. Actian en dastion de los alimentos,
previamente a otras fases de su degradacion. ladrpahidrolisis se deriva de

hidro — 'agua' y lisis— 'disolucion’. Ejemplos: glucosidasas, lipasagrasas.

v' EC4 Liasas: catalizan reacciones en las que sénalingrupos KO, CG y NHs
para formar un doble enlace o afadirse a un doblace Ejemplos:

descarboxilasas, liasas.

v' EC5 Isomerasas: actlan sobre determinadas molégidesiendo de ellas sus
isbmeros funcionales o de posicion, es decir, izatala racemizacion y cambios
de posicién de un grupo en determinada moléculenado formas isoméricas.

Suelen actuar en procesos de interconversion. Ejempimerasas (mutasa).

v EC6 Ligasas: catalizan la degradacion o sintesisosleenlaces denominados
"fuertes” mediante el acoplamiento a moléculaslitevalor energético como el

ATP. Ejemplos: sintetasas, carboxilasas.
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* Sitio Activo

El sitio activo de una enzima es aquella porciénadenoacidos de la proteina que
participa en el proceso catalitico, esta formadogoertos aminoacidos que forman un
micro ambiente catalizador dentro de la propia mgd& del polipéptido. Las enzimas
adquieren su poder catalitico cuando presentamstnactura secundaria y terciaria muy
especifica, de tal manera que los aminoacidos coempes del sitio activo se encuentran

vecinales formando dicho micro ambiente. (57)

La participacion de aminoacidos del sitio activolameaccion enzimatica implica, en
algunos casos, la formacion de un compuestomediario enzima-sustrato unido
covalentemente. En el sitio activo de muchas ergimdroliticas participan aminoacidos
nucleofilos, cuya caracteristica principal es sudémcia a donar un par de electrones.
Los grupos mas importantes son el hidroxilo deeling, el sulfhidrilo de la cisteina, el
imidazol de la histidina y el carboxilo de los @sdspartico y glutamico. (42)

Al igual que en las proteinas, las estructuras aramcionales de las enzimas estan
estabilizadas por puentes de hidrégeno, unionesa®m®e hidréfobas y en algunos casos
enlaces disulfuro. La accion de temperaturas edsesolventes, condiciones drasticas
de pH, fuerza ibnica y de varios agentes quimiposiuce la desnaturalizacion de la
enzima, lo que origina la pérdida de su activid@diando el efecto del agente
desnaturalizante no es muy fuerte, la enzima poadeamente regenerar su actividad al

adquirir otra vez su estructura tridimensional dgem. (12)
» Cinética de las reacciones enzimaticas
La cinética enzimatica es el estudio de cOmo lasn&as se unen a sus sustratos y los

transforman en productos. Los datos de equilibuiiizados en los estudios cinéticos
son obtenidos mediante ensayos enzimaticos. (55)
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La velocidad de la reacciéon de las enzimas depdadas condiciones de la solucion y
de la concentracion de sustrato. Aquellas condesaque desnaturalizan una proteina,
como temperaturas elevadas, pH extremo o altasentmaciones de sal, dificultan o

impiden la actividad enzimética, mientras que ealegaconcentraciones de sustrato

tienden a incrementar la actividad. (10)

Las enzimas catalizan reacciones biologicas ejefluen la velocidad a la cual se
obtiene el equilibrio, pero no afectan el equibbglobal de la reaccion. La potencia
catalitica de una preparacion enzimética se midééeminos de "unidades" que son
definidas arbitrariamente. Con el fin de uniformieata medicion, se utiliza la unidad
internacional (Ul) de actividad enzimatica, defanidomo la cantidad de enzima que se
requiere para transformar en producto, un microdelsustrato, por minuto, en las
condiciones de pH y temperatura éptimas para cazima. La concentracion de sustrato
debe ser tal que la enzima se encuentre actuandasicoselocidad maxima, lo que

equivale a las condiciones de saturacion. (43)

En la FIGURA No 3, se aprecia la curva de la veladi de reaccion versus la
concentracion del sustrato, generalmente tiendéorfaa de una hipérbola y sugieren la
posibilidad de que la reaccion dependa de algumeeraade una disociacion simple. La

teoria de Michaelis y Menten se basa en la iddaldBsociacion.

Producto lormado — ——

Velocidad inicial de
Ia reacdin

Tiempo e—

FIGURA No 3. CURVA DE PROGRESO DE UNA REACCION ENZIMATICA
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1.4.2 ENZIMAS PROTEOLITICAS

Las proteasas son enzimas que degradan las peoteiediante la hidrdlisis de los
enlaces peptidicos dando como resultado cadenagonas (péptidos) o aminoacidos
libres, son utilizados en varios tipos de indusit@mo en cerveceria, ablandamiento de

carnes, fabricacion de detergentes, tratamientuer y fabricacion de quesos. (46)

Segun su origen, las proteasas utilizadas indmtide pueden ser de origen animal,
como la renina que es el enzima que produce laut@adgn de las proteinas de la leche
para formar el queso y que se obtiene del cuatiimego de los terneros (cuajo);
vegetales, como la papaina, que se utiliza comestiigp y ablandador de carnes y que
procede de la papaya; las microbianas que sonidhtea partir del cultivo de hongos y
sobre todo bacterias, como la subtilisina, procedele Bacillus licheniformisque se
utiliza como agente de limpieza; y las proteasastdes bacterias y hongos se emplean,
en menor escala, como adyuvantes de la digestiopiesrs0s para animales y como

ablandadores de carnes. (54)

La proteasa mas utilizada es la papaina. Se hasierdo que una mezcla de papaina y
proteasa obtenida de la bacteBarratia marcesengs mas efectiva para eliminar la

turbidez de la cerveza que ninguna de los enzimiasgparado. (46)

Estas enzimas hidrolizan las proteinas en formanaia ya que tienen especificidad
para un determinado enlace peptidico. Existenidos tle proteasas: Las endopeptidasas
que hidrolizan los enlaces peptidicos internosadeproteinas y las exopeptidasas que

atacan sus aminoacidos terminales. (12)

Otra manera de clasificar a las proteasas es pmtlaaleza quimica de su sitio activo.
Sobre la base de este concepto, estas enzimaasgeah en 4 grupos: serino proteasas,
sulfhidrilo proteasas, metaloenzimas y proteasadasc El primer grupo tienen un

residuo seril especifico en su sitio activo. Ere @gtipo estdn comprendidas la tripsina,

quimotripsina, elastasa y subtilisina. Todas sodopaptidasas. ElI segundo grupo
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comprende a las sulfhidrilo proteasas, cuya a&tidepende de la presencia de uno o

mas grupos sulfhidrilos en el sitio activo. (12)

La papaina y algunas proteasas microbianas peeteree@ste grupo. El tercer grupo

comprende a las metaloenzimas, cuya actividad depde la presencia de un metal,

usualmente en una relacion estequeomeétrica comligcaia de proteina. EI metal puede

estar fuerte o débilmente enlajado, en este Ultasw puede ser removido por una corta
didlisis. El cuarto grupo comprende las proteasatas, caracterizadas por la presencia
de dos grupos carboxilo en el sitio activo. La pepsrenina y muchas proteasas

microbianas activas a pH acidos, pertenecen ajagte. (42)

1.4.2.1 Papaina

La papaina, se caracteriza por ser un polvo amgdmuloso de color blanco, grisaceo o
parduzco; ligeramente higroscopico e insoluble gmaay en la mayoria de solventes
organicos; es soluble en alcohol etilico y metilica papaina bruta, contiene un poco de
agua, glucidos, &cidos organicos y una mezcla dames, dénde destacan las
denominadas proteasas que actuan rompiendo losesr@ptidicos en cualquier lugar
de la cadena peptidica en la que se hallen situgtha®peptidasas). También contiene
pequefias cantidades de otros enzimas: papayaasspid lipasa y lisozima (enzima que

rompe las paredes de las células bacterianas). (47)

Las propiedades de la papaina se presenta en laRAAB 7, es una sulfhidrilo proteasa
proveniente del latex de la papaya, en cuyo sittv@ se encuentran en forma
caracteristica y secuencial los aminoacidos, Cy¥ (2is (159) y Asp (158). Cys (25) es
esencial para su actividad y la oxidacién por aggeixidantes o por metales pesados

inhiben a la enzima. La misma es restaurada partegeeductores como el EDTA. (25)

La estabilidad y actividad de esta endopeptidassokrcion cubre un amplio rango de
condiciones: pH 4 a 10 y temperatura sobre losC,0sf actividad desciende a valores
de pH inferiores a 3 y superiores a 11. La enzisnaey estable a elevadas temperaturas
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en comparacion con otras enzimas proteoliticase tism amplio rango de especificidad,

hidroliza tanto las proteinas como los pequefioigmp (41) (44)

TABLA No 7. PROPIEDADES DE LA PAPAINA

Enzima Papaina
Numero EC 3.4.22.2
Fuente Carica papaya

Actividad enzimatica
Tipo de accién

PH 6ptimo

Temperatura optima
Aminoacidos especificos
Sitio activo

Inactivacién enzimatica
Activadores

Inhibidores

3,18 UA/ mg proteina

Endopeptidasa

45-7,0

50 -75°C

Amplia

Cisteina

90 °C, 10 min

Agentes reductores, compuestos tiol, EDTA
Agentes oxidantes, reactivos sulfhidrilo,

metales pesados

FUENTE: VILLACRES E. 2001

1.4.2.2 Aplicaciones de la papaina en la industria alimentaa

La accion de la enzima papaina tiene por objetivideimolicion de proteinas especificas

presentes en el intermedio de produccion, las ra@écmayormente responsables de

fendmenos que pueden inducir anomalias y una depi@t grave en la cerveza. El

coadyuvante especifico garantiza la estabilizacianficante del producto acabado y

garantiza la presencia de las mejores caract@gstensoriales que surgen durante la
adecuada transformacion. La enzima es totalmeetéeicon respecto a los parametros
organolépticos y garantiza el alcance de la mejtidad para la accion exclusiva de

clarificacion y estabilizacién. (42)

La papaina es muy activa en la hidrdlisis de amydesteres, rara vez produce un sabor

amargo en los hidrolizados proteicos, es fuerteenmhiibida por reactivos o condiciones
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qgque modifiqguen el grupo funcional sulfhidrilo y pdos oligopéptidos Proteasas

microbianas. (45)

En base a su pH éptimo estas enzimas se clas#icaAcidas, neutras y alcalinas. Las
procedentes de hongos son el grupo mas importantgpreparaciones comerciales que
tienen aplicacion en panificacion, procesamiento alenentos, modificacion de
proteinas, alimentos para animales e industria deéotica.Aspergillus oryzaees la
fuente predominante de este grupo de enzimas, afigalad por los residuos de
aminoacidos hidrofébicos es una ventaja para masnmel sabor amargo en las proteinas
hidrolizadas, no son muy termoestables e hidroligalipéptidos a péptidos de peso

molecular mas bajo. (45)

El pH 6ptimo del complejo enzimatico esta en elgmade 5,0 - 7,0 y la temperatura
Optima esté alrededor de 50 °C. Las proteasassatiedeen un pH 6ptimo en el rango de
3-4, muchas de ellas contienen residuos de aspanasu sitio activo esta especificidad
hacia los residuos de aminoacidos aromaticos; nieqdicacion en la hidrélisis de la
proteina de soya para la elaboracion de salsa,ranggnto de las propiedades de
panificacion y como un auxiliar digestivo. Las gadas alcalinas tienen un pH éptimo

en el rango de 7 a 9, son menos sensibles al EiEAag proteasas neutras. (45)

1.4.2.3 Hidrolisis enzimatica de las proteinas

Las proteinas vegetales pueden modificarse quimiemzimaticamente para obtener
ciertos beneficios y ventajas en cuanto a sus @daples funcionales, nutricionales,
organolépticas y para lograr un mejor conocimiatédas propiedades fisico-quimicas.
La modificacion quimica de proteinas alimenticiagoorajes, puede producir serios
inconvenientes e incluso llegar a la alteracionvadédr nutricional debido a la formacion
de derivados de aminoéacidos téxicos y a la cont@aoon con los reactivos utilizados.
(25)

La utilizacion creciente de enzimas para modifi@s propiedades funcionales, es

prometedor para la industria alimenticia. Las viastale usar proteasas comparada a
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otros agentes incluyen: su especificidad, efedivida bajas concentraciones vy
condiciones moderadas de pH y temperatura, notsacas, pueden inactivarse cuando
la reaccidon ha alcanzado el grado de hidrdlisieal#s, sin que sea necesario eliminarlas
del producto final y las reacciones o productosesedbles producidos por protedlisis

enzimatica son minimos. (39)

La hidrolisis limitada, origina péptidos mas pequeli una menor estructura secundaria,
lo cual contribuye a mejorar ciertas propiedadexifinales como la solubilidad, la

capacidad emulsionante y espumante, estas Ultiomasngy similares a las producidas
por las albuminas del huevo y son empleadas emdectcion de dulces, pasteles,

merengues Yy otros alimentos similares de la industmfitera. (24)

El perfil de solubilidad de las proteinas parciaieehidrolizadas mejora en toda la
escala de pH porque no se forman agregados volsosnen el punto isoeléctrico, los
péptidos formados son mas hidrofilos y solvatadis. embargo cuando el grado de
hidrolisis excede del 3 al 5 %, la viscosidad yessp de las peliculas proteicas
adsorbidas resultan aparentemente insuficientea patabilizar las emulsiones y

espumas. (12)

La hidrélisis de proteinas puede producir péptitidséfobos amargos, con residuos de
leucina o fenilalanina terminales. El sabor amag@ronunciado si muchos péptidos de
bajo peso molecular (menor que 6 KDalton) son prmihs. Es factible prevenir la

formacion de estos compuestos amargos, usand@gpastgue minimicen su produccion

y limitando el tiempo de reaccion proteolitico. 45

Hay dos clases de hidrolizados proteicos, los haddos altamente funcionales y los
hidrolizados altamente solubles. Los primeros sormalmente incorporados en los
productos a una baja velocidad y el impacto debisalmargo no es importante. Los
hidrolizados altamente solubles se incorporan aalt@avelocidad, por ejemplo en las
bebidas fortificadas y alimentos para dietas egpes;i en estos casos un estricto control

del sabor amargo es importante. (40)
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1.4.3 ENZIMAS HIDROLITICAS

Las enzimas hidroliticas constituyen un grupo daneas de importancia primordial en
el procesamiento de alimentos, estas actian eigpeoéinte produciendo reacciones de
ruptura o fraccionamiento de los sustratos portigls. (14)

Las enzimas hidroliticas actian desdoblando lcaceslglicosidicos de los polisacaridos
insolubles de la pared celular, estas enzimas sitimadas en la industria de los
alimentos en procesos como: extraccion y clarif@ade jugos, estabilidad de vegetales
y frutas, licuefaccion y maceracion de frutas, dtuidiendo ser aplicadas en la
degradacion de la pared celular de la piel o casder las frutas, con el objeto de

aumentar los rendimientos. (3)

La utilizaciébn de estas enzimas en la Industriam@ltaria para obtener un efecto
tecnoldgico determinado estd ampliamente extendid@l procesamiento de frutas son
muy utilizadas con el objetivo de despolimerizardaversos grados los polisacéaridos
insolubles que componen las paredes celulares, é&deonstituyen una herramienta
apreciable para la determinacion estructural deploiémeros parietales permitiendo

deducir sus interacciones en la pared celular. (22)

En el procesamiento de frutas se distinguen cust@dos de degradacion de los tejidos
por estas enzimas, que corresponden a diferenjetsvob tecnolbgicos:

» Maceracién, que consiste en la separacion de las célulatejithd por lisis del
cemento péctico intercelular, estas células se iemart en suspension, ciertos
autores reservan la apelacion de néctares a lahugios elaborados por esta

técnica.

» Desintegracion que degrada parcialmente las paredes celulal&s sustancias

pécticas.
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» Licuefaccion, en la cual el objetivo es disolver completamelai® paredes

celulares.

» Sacarificacion que consiste en inducir la licuefaccion para mdteen los jugos

azucares simples (mono y disacaridos).

1.4.3.1 Clasificacion de las enzimas hidroliticas

Las enzimas hidroliticas a pesar de sus diversgers (champifiones, levaduras,
mohos, bacterias, vegetales superiores, animalesjep ser clasificadas en tres

categorias, de acuerdo a la funcion de su modoaiéna (33)

» Exo-enzimas que presentan una accion sobre las extremidadegamente no
reductoras de los polisacaridos, liberando monésnemimeros.

* Endo-enzimas que rompen los enlaces glicosidicos al azar ecatiena del

polisacérido, liberando oligdmeros.

» Oxidasas que intervienen sobre todo a nivel de los dimgrgtucoésidos en la

aglucona.

Otras enzimas como las esterasas potencializasci@anade las enzimas hidroliticas
eliminando los sustituyentes susceptibles de sgplelados, como son los grupos metilo

y acetilo.

1.4.3.2 Preparaciones enzimaticas comerciales

Los cOcteles o preparaciones enzimaticas comesciadan constituidos por una mezcla
de enzimas, los cuales estdn compuestos principtant® hemicelulasas, celulasas y
pectinasas. Son muy utilizadas en la industriad@limentos en el procesado de frutas y
vegetales, las cuales producen una licuefacciGcgrdicacion de las paredes celulares

de los tejidos en las pulpas de las frutas, degduléa lamela media y la pared celular,
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liberando las vacuolas y el citoplasma, e hidroliza los polisacaridos insolubles

mediante la accidn sinérgica de las enzimas dehsity pectinoliticas. (3) (22)

En la industria de procesamiento de las frutagyrteores, las preparaciones enzimaticas
comerciales se utilizan con el fin de mejorar lddeal de los productos existentes o
definir nuevos productos, estos cocteles son gknense sobrenadantes de cultivos de
microorganismos (esencialmente del hongepergillus niger en los cuales las

actividades principales ya estan determinadas. (31)

La tendencia actual es la de promover las pregaresienzimaticas comerciales donde
la asociacion de enzimas estan formuladas “bajadaégara un tipo de sustrato dado y
un efecto tecnolégico buscado. Este procedimieatesita de un buen conocimiento de
la estructura fina de la pared celular en la meduga esta condicione la textura de los
productos a transformar; esto permite definir pbtde enzima que se hara actuar. Al
iniciar el uso de estas preparaciones, parecigogaicaprender de manera precisa la
aptitud de las enzimas purificadas o en mezcla pahalizar la materia parietal, esto
permitio luego definir la mejor estrategia de mtikion de las preparaciones enziméticas
comerciales en el material fresco. (17)

1.4.3.3 Utilizacion de las preparaciones enzimaticas comdedes

Las preparaciones enzimaticas comerciales son riligadas en el procesamiento de
frutas y vegetales. Massiet. al (1984), utilizaron una preparacion pectinolitisa 249

de Aspergillus aculeatysy una preparacion celulolitica, Celuclast @iechoderma
reesej para degradar las paredes celulares de la zaaaélbas hidrolizaron un 95 % de
los polisacaridos combinando las dos enzimas yisiaéadolos en un 67 %. La fraccién
péctica rapidamente solubilizada esta represemqgadan rhamnogalacturonano de alto
peso molecular, asociado a los arabinanos, lacsslube degradd mas lentamente en

celobiosa y glucosa. (22)

Sreenatlet. al (1984), observaron igualmente que la asociac®erzimas pectoliticas

y celuloliticas libera fragmentos pécticos de ge#so molecular y oligosacaridos de
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glucanos. Aspinalét. al (1980), utilizando una preparacion comercial,tiReg Ultra
SP-l, que incluye péctinasas, hemicelulasas y asds| solubilizaron un 33 % de las
paredes celulares del mango en donde el 36 % deidss galacturonicos y los azlcares

neutros totales provienen mas bien de la celulosalg las fracciones pécticas. (22)

En otros trabajos realizados en el INIAP sobre ofiitracion, en pulpa de uvilla se

empled el tratamiento enzimatico con 50 ppm copréparacion comercial Klerzyme

150, se alcanzé el FRV ¢6ptimo de 4,6 a los 36,8drlrproceso y se obtuvieron 9,42 kg
de jugo clarificado, con un rendimiento de jugaitilzado a pulpa del 77,59 %. (13)

Para el araza las condiciones optimas de la MFT ,l&gulpa refinada y enzimada de

araza fueron 350 ppm de la preparacion Rapidass®ebn rendimiento del 71 %. (23)

1.5 TECNOLOGIA DE MEMBRANAS

Se conoce como Tecnologia de Membranas a un guan ge operaciones, en las que se
emplean membranas semipermeables para la separaadncentracion o

fraccionamiento de particulas que se encuentraolecion. (24)

La tecnologia de membranas a nivel mundial se em@e&n permanente evolucion;
continuamente se encuentran mas aplicaciones endisstria alimentaria y en la
biotecnoldgica, asi como, en el tratamiento deeeties, en la actualidad es muy clara la
influencia en el desarrollo de nuevos tipos de nramds, que tendra en el futuro, sobre

los procesos de separacion. (18)

Los procesos que utilizan membranas semipermeatestituyen un grupo de

tecnologias limpias, de caracteristica modular, loajos requerimientos energéticos y
que preservan la calidad y la funcionalidad de dosductos a separar o concentrar,
ademas, gque no requieren la aplicacién de caler gfactuar los cambios de las fases, lo
gue minimiza el riesgo de dafio a los productos d&iniles, asi como, la pérdida de

aromas que concomitantemente acompafa a la eliiimde sustancias volatiles. (18)
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1.5.1 PROCESOS DE SEPARACION

En la tecnologia de membranas la separacion se grasapalmente en el tamafio
molecular y en menor medida en la forma y la cdtga.cuatro principales procesos son
la 6smosis inversa (hiperfiltracidn), nanofiltracicultrafiltracion y microfiltracion. Se
pueden considerar como un espectro de procesoswwonsin fronteras claras entre
ellos. En la actualidad existe una gran selecciénm&mbranas que cubre todo ese
espectro. En la FIGURA No 4 se ilustran estos mogg como estan relacionados con
la filtracién de las particulas. (26)

FIGURA N° 4. RANGOS DE SEPARACION DE DIVERSOS PROCESOS, CON BASE A SUS
PROPIEDADES

Propiedad
empleada en la Rangos de Separacion de Diversos Procesos de Separacion
separacion
. | Microfilracion || Tela, Filvos de Fibra |
Tamaio | Ultrafiltracion | | Tamices |
Cromatografia Gel |
Osmosis
, .. Inversa
Difusividad Dialisis |
Nane-
filtracion
Carga idnica | Electrodialisis |
| Intercambio Ionico |
Solubilidad | Extraccién por solvente |
| Ultracentrifugas |
‘ Centrifugas |
Densidad | Ciclones liquidos ‘
‘ Sedimentacion Gravitacional ‘
Tamaiio (1) 1 10 10- 10° 10* 10° 10° 10°
Tamaiio (um) 107 107 107 w1 10 10° 10°
Peso Molecular o nd . 106
200 2510 2%10° 2%10
(Dalton)
) , <—mucro- (—pamculii <—particulas
lones— | <— macromoléculas — finas
particulas — gruesas—»

FUENTE: BRENNAN, 2006
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La tecnologia de membranas tiene muchas ventajagparada con otras técnicas de
separacion convencionales. La principal ventajaueslia separacion se puede realizar en
condiciones térmicas ambientales, sin aumentant@ératura; por lo tanto, es adecuada
para productos sensibles a los procesos con ehlaumentar la calidad del producto. El
costo de operacion, mantenimiento y mano de obranesor que en los procesos
térmicos; se puede separar de forma continua ymlistia, ademas que permite la

combinacion con otros procesos.)(15

Una desventaja importante de la tecnologia de namabres el fouling y/o colmataje,
que es el ensuciamiento de la membrana, con lacoeste disminucion del flujo y el
aumento del tiempo de filtracion, que puede fawareel crecimiento de
microorganismos en la membrana, razon por la agakequiere de una limpieza mas

frecuente, incrementandose el costo y el tiempe das filtraciones. (17)

1.5.2 PRINCIPIOS Y MODOS DE OPERACION

El principio bésico de la filtracion es la sepapacmediante el uso de membranas, la
misma que se define como la separacién de dos eon&zonentes que se encuentran en
un fluido, basado principalmente en la diferenah tdmafio. Su uso convencional se
refiere a la separacion de particulas solidas kibles en el liquido o en fluidos

gaseosos. (28)

El papel primario de una membrana es actuar coradarrera selectiva, que permita el
paso de ciertos componentes y retiene otros compeside una mezcla. Lo que implica

que, la fase retenida sea enriquecida en uno @wamagonentes. (28)

Los procesos membranarios constituyen una serigédeicas de separacion, que
consisten en emplear un gradiente, ya sea de pressectrostatico, para forzar el paso
de componentes de una disolucién a través de umdbraga porosa semipermeable, para
gue se obtenga una separacion sobre la base ddidasmincluso de la carga molecular.
Las operaciones de membranas pueden utilizarsecpacantrar o purificar una solucion

0 una suspension y para fraccionar una mezcla. (20)
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La alimentacion o suministro, se aplica a uno deldolos de la membrana sometida a
una determinada presion. En la mayoria de los cat@aéimento fluye en una direccion
paralela a la superficie de la membrana, dondeotdente que pasa a través de la
membrana por efecto de la presion recibe el nonngermeado (filtrado) y la corriente
gue sale tras haberse eliminado la cantidad degaglmrecibe el nombre de retenido
(concentrado). Los diferentes tipos de procesas lpaseparacion, de acuerdo al tamafio

de las particulas y el rango de operacion de lsigmese resumen en la TABLA No 8.

TABLA N° 8. PROCESOS DE SEPARACION Y SUS CARACTERISTICAS

Tamano de la

Proceso de particula Pre5|on_ d N Retenido Permeado
S operacion
Separacion separada
(bar)
(Hm)
Microfiltraciéon 0,1-10,0 0,1-5,0 Particulas Disolventes,
(MF) componentes
diluidos.
Ultrafiltracion 0,1 - 0,005 1,0-10,0 Particulas Disolventes,
(UF) macromoléculas componentes
diluidos con

masa molecular
pequefa, iones.
Nanofiltracion 0,005 -0,0005 10,0-50,0 Particulas, Disolventes,

(NF) sustancias componentes
diluidas, iones diluidos con
polivalentes. masa molecular

muy  pequeia,

iones

monovalentes.
Osmosis inversa < 0,0005 10,0 - 100,0 Particulas $olamente
(Hiperfiltracion) todos los disolventes

(o)) componentes  (agua, metanol,
diluidos. etanol).

FUENTE: SCHIRG, 2001

La presion requerida para forzar el paso a traeéls dnembrana suele ser proporcional
al tamafio de los poros siendo necesario incremenistancialmente su magnitud a
medida que el tamafio de éstos decrece, por lo esahecesario incrementar

sustancialmente su magnitud a medida que ésterdigmi(15)
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1.5.3 MICROFILTRACION TANGENCIAL

La microfiltracion tangencial (MFT), es una técniob& separacion por membranas que
consiste en la filtracién tangencial de una solu@dravés de una membrana en funcion
del tamafio de las particulas, la que permite refgamticulas cuyo didmetro se encuentra
entre 0,1 y 10 um, con el fin de remover la mayaddamacroparticulas, tales como
bacterias, coloides, esporas, hongos, levaduras,petrr lo que la MFT es considerada
como una técnica de pasteurizacion en frio queier@ntas propiedades organolépticas
del producto. (20)

En la FIGURA N° 5 se esquematiza un proceso de MFT.

RECIRCULACION
s i
| |
NG ® |
| Fe |
| U TMEMBRAMNA
A”"”W ] Retenido
(o)

Permeado
FIGURA No 5. ESQUEMA DE UN MODULO DE MICROFILTRACION TA NGENCIAL

Mediante la MFT se obtiene dos productos, el pedmgeel retenido. El permeado es la
fase de la alimentacion que ha traspasado la memmbsamipermeable y que se
encuentra libre de microorganismos, y el retenisldaefase de la alimentaciéon que no
traspas0 la membrana semipermeable y que conti@ae alta concentracion de

particulas. Esto sucede, debido a una diferencpaeton entre las dos fases.

El proceso de filtracion puede ser realizado bapabnfiguraciones diferentes, la frontal

y la tangencial, como se muestra en la FIGURA N¢1®)
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a) FILTRACION PERPENDICULAR

ALIMENTACION
=

U

. b) FILTRACION TANGENCIAL
Posr s t00.0% o

AL[MENTACIQNJ . I_CONCE'WRADO
. [ ] . . X )
|||:>"'."|.o’o‘- 0370 %0% 0% |[|::>

U

FILTRADO

FIGURA No 6. TIPOS DE FILTRACION

Es importante sefialar que en la filtracion frotdalespecies retenidas se acumulan en la
interfase membrana-solucién en una capa cuyaeasiatse opone a la fuerza impulsora
(presion). En consecuencia, el flujo del permeadmithuye si la diferencia de presion se
mantiene constante o causa el aumento de la difarate presion si el flujo del
permeado se mantiene constante. Como resultagwoetso de filtracién frontal debe

ser parado periédicamente para el lavado de |la magrab(17)

La filtracion tangencial ha intentando aliviar tonveniente de la filtracion frontal y se
ha convertido en una opcién muy viable a escalasin@l, ya que gracias a este tipo de
filtracion, la alimentacion liquida fluye paralelante a la superficie de la membrana, lo
que provoca que la misma alimentacion barra coatirante la superficie del medio
filtrante. Esta modalidad disminuye drasticamemtdepdsito e incrustacion de solutos
en la membrana. Como resultado, se produce uniwfectntrol del fendmeno de
polarizacion por concentracion, aumentando la exiiia de la separacion. Esta técnica
es mas eficiente que el proceso tradicional deadilbn perpendicular, lo que permite

procesar mayores volumenes de alimentacion en foomi@nua o batch. (17)

A continuacion en la TABLA N 9 se presenta la composicién nutricional del paduoe

y el retenido del jugo clarificado de araza.



TABLA N °9. COMPOSICION NUTRICIONAL DEL PERMEADO Y RETENID O DE ARAZA, OBTENIDOS

DEL PROCESO DE MFT
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MUESTRAS DE ARAZA

A * JUGO
ANALISIS CONCENTRADO
CLARIFICADO
(RETENIDO)
(PERMEADO)
Vitamina C (mg/100 ml) 14,50 £ 0,25 54,76 + 0,80
Calcio 6,63 £ 0,20 6,82+ 0,51
Macro Magnesio 3,53+£0,10 6,82 + 0,01
elementos | Sodio 0,22 £ 0,09 0,62+0,11
® mg/100ml | Potasio 40,33 £ 0,07 47,11 +£1,01
S Fosforo 6,13 + 0,40 14,26 + 1,19
c
S _ Cobre 34,00 + 2,00 50,00 + 0,20
Micro
Hierro 131,00 £ 0,95 248,00 + 1,01
elementos
Manganeso 40,00 £ 1,30 50,00 £ 0,13
Kng/100 mli :
Zinc 110,00 + 1,05 136,00 £ 0,12
AzUcares totales (g/ 100 ml) 4,02 + 0,04 4,98240,
AzUcares reductores (g/ 100 ml 2,88 + 0,03 4,8702
Polifenoles totales (mg/ 100 ml 52,66 + 0,20 620563
Carotenoides totales (mg/100 ml) 0,28 £ 0,07 0,47 £0,04

*  En base fresca * desviacion estandar, n = 3 repeticiones
FUENTE: LAVERDE, J. 2011
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CAPITULO Il

2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 LUGAR DE LA INVESTIGACION.

La presente investigacion se llevo a cabo en:

» Departamento de Nutricion y Calidad en la Estaéigperimental Santa Catalina
del INIAP.

» Laboratorio de Bioquimica y Bromatologia de la Haclde Ciencias, de la
ESPOCH.

2.2 MATERIALES

2.2.1 MATERIA PRIMA
- Jugo clarificado de araza
- Pulpa congelada (- 18 °C) de araza
- Preparacion enzimatica comercial Rapidasse TF

- Papaina, marca Fluka, 3,16 U/mg proteina

El esquema para la elaboracion del jugo clarificdel@raza se presenta en la FIGURA
No 7.
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FIGURA No 7 . ESQUEMA DE LA OBTENCION DEL JUGO CLARIFICADO DE ARAZA

RECEPCION DE MATERIA
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FUENTE: LAVERDE, J. 2010

2.2.2 MATERIAL DE LABORATORIO

Agitadores

Balones y probetas

Bureta y vasos de precipitaci

Cajas petri y tubos de ens:

Desecador

- Embudos

- Erlenmeyers

- Espatulas, gradillas, tripc
- Kitasato

- Material de aseo



Material de proteccion
Papel filtro e indicador
Pera de succion

Pipetas tipo Eppendorf

2.2.3 EQUIPOS

Agitadores magnéticos

Balanza analitica

Cémara fotografica, computadora
Cronometros

Cuarto de refrigeracion

Cuarto de congelacion

43

Equipo de microfiltracién tangencial.

Espectrofotbmetro UV-VIS
Estufa, incubador
Medidor de Color, Tec-PCM/PSM

2.2.4 REACTIVOS

Acido acético @H,0,
Acido clorhidrico HCI
Acido nitrico  HNQ

Acido sulfirico HSO,

Cal Ca(OH)
Cloruro de Bario B&l
Etanol CH-CH,-OH

Ferrocianuro potasico gEeKsNg
Hidroxido de amonio NFOH
Hidréxido de sodio NaOH
Lugol, L+KI

Molibdato amonico (NEMo0;024

Pipetas graduadas y volumétricas
Puntas desechables
Soportes y pinzas

Varillas de agitacion

Medidor de turbidez

Mufla, pH Metro

Placas agitadoras
Refractometro

Tubos de centrifuga graduados
Termometro digital
Turbidimetro

Ultracentrifuga

Viscosimetros Cannon Frenske

Nitrato de plata al 2 % AgNO3
Oxalato de amonio £igN204
Reactivo de Barfoed

Reactivo de Benedict
Reactivo de Fehling

Reactivo de Millon

Reactivo de Molisch

Reactivo de Seliwanoff
Reactivo glioxilico.

Solucién de Sulfato de cobre CusSO
Sosa caustica NaOH

Tiocianato amonico al 4 % NISCN
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2.3 METODOS

La investigacion se realiz6 en dos fases experiaest

2.3.1 FASE |. EXTRACCION Y CARACTERIZACION DEL PRECIPITAD DEL
JUGO CLARIFICADO DE ARAZA.

2.3.1.1 Factores de estudio, tratamientos y disefio experimtl

Para realizar la extraccion del precipitado, se e@mel mismo a 3 diferentes

condiciones, a las cuales se las expresa comadaaa estudio.

Factor A: Temperatura del jugo
T1l:4°C T2:18 °C T3:32°C

Factor B: Tiempo de centrifugacion
t1: 30 min t2: 60 min

Factor C: Revoluciones por minuto de la centrifuga
R1: 6.000 R2: 8.000

En la TABLA No 10 se presenta los 12 tratamientos.

TABLA No 10. TRATAMIENTOS PARA EL PROCESO DE EXTRACCION

Cdbdigo Tratamientos Descripcion
1 T 4Ry 4° C x 30min x 6000 rpm
2 T1 LRy 4° C x 60min x 6000 rpm
3 T 1R, 4° C x 30min x 8000 rpm
4 T1 bRy 4° C x 60min x 8000 nm
5 To 1Ry 18° C x 30min x 6000 rpm
6 T, bRy 18° C x 60min x 6000 rpm
7 T, 1R, 18° C x 30min x 8000 rpm
8 T, bR, 18° C x 60min x 8000 rpm
9 T3 1Ry 32° C x 30min x 6000 rpm
10 T5toR; 32° C x 60min x 6000 rpm
11 TstiRo 32° C x 30min x 8000 mm
12 T5toR, 32° C x 60min x 8000 rpm
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Se utilizé un disefio de bloques completamenteal @CA) con tres observaciones.

TABLA No 11. ESQUEMA DEL ANALISIS DE VARIANZA

ADEVA
Fuente de variacior Grados de libertac
Total 35
Tratamientos 11
Repeticiones (r 2
Error 22

Se determind el coeficiente de variaciéon en pogjeriCV %). Para los tratamientos se

realizo la prueba de significacion de Tukey al 5 %.

2.3.1.2 Métodos especificos de manejo del experimento

Se realiz6 la extracciéon del precipitado descomfgela tres temperaturas y se centrifugd

el jugo clarificado bajo dos condiciones de tiegte revoluciones del equipo.

Se midié el color del precipitado extraido y secadins condiciones: en estufa por calor
a 40 °C, y por medio de la liofilizacién. Con eh file determinar la mejor forma de
mantener las propiedades de este residuo. Postente se emplearon métodos
especificos para la identificacion cualitativa debohidratos, proteinas y minerales

presentes en las muestras. (48) (49)
Para la caracterizacion del precipitado se realizlys siguientes analisis:
a) IDENTIFICACION DE CARBOHIDRATOS: para la identificacion se empleo el

esquema de la marcha bioquimica que se muesta EIGURA No 8. Para la cual

se emplearon las pruebas cualitativas descritastsnaacion. (21):



46

FIGURA No 8. ESQUEMA DE LA MARCHA BIOQUIMICA PARA CARB OHIDRATOS.

[ MUESTRA PROBLEMA ]

REACCION DE MOLISCH

No hay coloracion Coloracion violeta

NO ES CARBOHIDRATO CARBOHIDRATO

‘ TEST DEL YODO
No hay coloracién ‘
MONO O DISACARIDO @
REACCION DE FEHLING
Precipitado rojo-ladrillo No hay precipitado

AZUCAR NO REDUCTOR

Precipitado rojo-ladrillo Precipitado rojo-ladrillo
3-4 min 1-2 min

DISACARIDO REDUCTOR

AZUCAR REDUCTOR

REACCION DE BARFOED

@IONOSACARIDO REDUCTO@

TEST DE SELIWANOFF

Sin color i iCoIor cereza

FUENTE: ESPINOZA, 2006

e MOLISCH: A 2 mL de la solucién se aflade dos gotas del reade Molisch.
Se mezcla bien y se inclina el tubo de ensayo dejaaer por las paredes 1 mL
de HSO, concentrado (no agitar). Una zona violeta apaegcéa unién de los

dos liquidos.

e FEHLING: A un tubo con 2 mL de solucion de Fehling, se ad&i4 mL de
agua destilada y se hierve. A la solucidn calisetafiade 1 mL de la muestra y
se calienta nuevamente. La formacion de un preadgpitamarillo o anaranjado

indica que la reaccion es positiva.



b)

a7

* BARFOED: Se agrega 1 mL de la muestra problema a 2 mL detive de
Barfoed, se mezcla bien y se coloca en un baf@ua lirviente por 1 min. Se
deja en reposo. La reduccion se indica por la fordmade un precipitado rojo de
oxido cuproso. Si el precipitado no aparece luegord minuto, hervir de nuevo,

dejar en reposo por 15 min.

 SELIWANOFF: A 2 mL del reactivo de Seliwanoff se agrega cugtitas de la
solucion de azucar y se calienta por 1 min en uio barviente. Se observa la
aparicion de un color cereza con o sin separa@amdrecipitado rojo-pardo.

« YODO PARA ALMIDON Y DEXTRINAS: A la muestra problema se agrega
dos gotas de una solucion de yodo-yodurada (ludgil)existe almidén se
producira un color negro-azulado, para dextrinasgiicogeno se producira un

color rojo o marrdn rojizo.

* YODO PARA CELULOSA: A una porcion de la muestra seca se afiade una
gota de HSQ, concentrado. Por otra parte afiadir unas gotasldei@o de lugol.
Mezclar, si hay celulosa se producira una lineararagulada en el punto en

donde se unen los liquidos.

* AZUCARES NO REDUCTORES: Poner 5 mL de la solucién problema en un
tubo de ensayo y afiadir 3 mL de HCI diluido (10 @glentar a ebullicion en un
bafio de agua por 2 min. Enfriar y afiadir carboséttico sélido hasta neutralizar
el acido, luego realizar la prueba de Fehling ssp@sitiva indica la presencia de

azucares no reductores.

IDENTIFICACION DE PROTEINAS : Se identificé la presencia de proteinas y

aminoacidos libres presentes en la muestra medi#rtentes reacciones.(49)

« AMINOACIDOS LIBRES en un papel filtro se coloca una fraccion de la
muestra, y sobre ésta se agrega de cinco a sigt® d® ninhidrina. Se coloca en
estufa hasta que se seque por completo y si esvpdsi reaccion se produce un

color morado.
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BIURET : A unos mililitros de la solucidon problema afiatlimL de solucion de
NaOH 10 % y 1 mL de solucién de sulfato cupricola?. Se mezcla y se

observa en caso positivo una coloraciéon malva, sosaleta.

HELLER: Se coloca en un tubo de ensayo 2 mL de kiN@hcentrado y se
aflade lentamente por las paredes dos mililitrosadsolucion de proteina sin

mezclar, en la interfase se produce un anillo l@anc

MILLONS: Se coloca 2 mL de la solucion problema en un tubcensayo,
afiadir unas gotas del reactivo de millons y heerirun bafio de agua. La

aparicion de un color o precipitado rojo se tomaa@ositivo.

SAKAGUCHI: A 3 mL de la solucién problema en un tubo de ensayaifade 1
mL de NaOH 2M, dos gotas denaftol en alcohol al 1 % y cuatro gotas de
solucion de hipoclorito sodico. Se agita con cuigamh caso positivo se forma un

color rojo brillante estable.

XANTOPROTEICA: A 2 mL de la solucién problema se afiade 1 mL de FINO
concentrado. En caso positivo se observa un ptadgiblanco, calentar y
observar si se forma u color amarillo. Enfriar emriente de agua fria y afiadir
con precaucion NaOH al 10 %, en caso positivo semwhara el cambio a color

anaranjado.

GLIOXILICA: Se mezcla en un tubo de ensayo 1 mL de reactioailitio y 2

mL de solucion problema; afadir por las paredeSQi concentrado, sin
agitacion. En el limite de separacion de la meaplarece un anillo violeta. La
reaccion en general es muy lenta y no se da ermu@sde nitratos, nitritos,

cloratos y exceso de cloruros.

AMINOACIDOS HPLC: Se pesa con exactitud 25 mg de muestra pulverizada

en tubos con tapa de rosca recubierta de teflon.
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Se afade 5 mL de HCI 6N y se agita. Se lleva aeghda que este a 110 °C de

temperatura por 22 horas.

Se concentra la muestra a sequedad en un rotav8poelimina el acido
clorhidrico, lavando los balones con 2 mL de aguanes veces.

Se disuelve el residuo seco del hidrolizado conlL5den solucion buffer pH 2,2.
Se guarda la muestra en refrigeracion. Se preparhlanco que consiste en

solucion tampdn citrato, pH 2,2 y se coloca eniah v

Se prepara la solucion estandar con la misma goldampon citrato y se pone en
un vial. En la TABLA No 12 se presentan las coratieis de trabajo utilizadas en

el INIAP para el andlisis de aminoéacidos (50).

TABLA No 12. CONDICIONES DE TRABAJO DEL EQUIPO HPLC SHIM ADZU PARA

AMINOACIDOS
Parametros Condiciones

Temperatura del horno 60°C
Temperatura del enfriador de la mues 4°C
Flujo de solucion de eluyente 0,60 nf /min
Longitud de excitacion 350 nm
Longitud de emision 450 nm
Volumen a inyectarse 5 ul
Tiempo de corrida 45 min

FUENTE: INIAP, LSAIA

ANALISIS DE PROTEINA: Si se obtienen resultados positivos en la
identificacién cualitativa, se cuantificara el cemtlo proteico mediante el

método de Kjedhal.

Procedimiento
- Se pesa un gramo de muestra y se registra el pepapkl y del papel mas la
muestra. (W)

- Se aflade 8 gramos de sulfato de sodio mas 0,1 grdensulfato caprico.
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Todo este contenido se coloca en cada balon al smiaiade 25 mL de
H.SO, concentrado.

Cada balén con todo este contenido es llevado testaornillas del equipo
de Kjeldahl para su digestién, por un tiempo dendifutos a partir del
momento que se clarifica la digestion.

Luego de este tiempo son enfriados hasta que dalice el contenido de los
balones.

Una vez terminada la fase de digestion se procedeearar la etapa de
destilacién para lo cual colocamos en los matradesmeyer 50mL. de acido
bdrico al 2,5 % y los colocamos en cada una déelasinales del equipo de
destilacion.

En cada balén con la muestra cristalizada se c@baalL de agua destilada
mas 8 mL de hidréxido de sodio al 50 % afadiendabi@n 3 lentejas de
zinc, con todo esto contenido son llevados a lasiltes para dar comienzo a
la fase de destilacion.

El amoniaco como producto de la destilacion esptade hasta un volumen
de 20 mL en cada matraz.

Se retira los matraces con su contenido, mienttes & residuo que se
encuentra en el balon es desechado y se recupdeatajas de zinc.

Para la fase de titulacion se arma el soporte tsaleon la bureta y el
agitador magnético.

En cada matraz se coloca 3 gotas del indicador.

Las barras de agitacion magnética son colocadasiaterior de cada matraz
y llevados sobre el agitador magnético y se cadputeta con HCI al 0,1 N.
Se prende el agitador y se deja caer gota a godaidd clorhidrico hasta
obtener un color grisaceo transparente que esnéb fimal de la titulacion.

El nimero de mililitros de HCI al 0,1 N. gastadorsgistra para el calculo

respectivo.
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Calculos

Porcentaje de Proteina:

NHCI % 0.014 « 100 * 6.25 *x mLHCI
%P =

w2 -wi
Donde:
% P = % Proteina Bruta
W, = Peso del papel
W; = Peso del papel mas muestra
0,014 = Miliequivalente del nitrogeno
6,25 = Factor de conversion dee proteina

mL HCI = Consumo de acido clorhidrico utilizaddgitular

NHCI = Normalidad del &cido clorhidrico

c) IDENTIFICACION DE MINERALES

Se calciné en una sorbona la muestra contenidanecrisol de porcelana, hasta

ausencia de humos, luego se incineré en una mudlagniza obtenida se dividié en

2 partesd y b), para proceder a la identificacion

Se disolvio laparte aen HCI 10 % vy se filtrd, recibiendo el filtrado éntubos de

ensayo para investigar la presencia de:

CALCIO: A una parte del filtrado se afiadio MPH hasta que la mezcla sea
neutra y se agrego igual volumen de solucion déatixale amonio al 5 %. La
presencia de un precipitado blanco indica la pi@aete calcio.

SULFATO: A una parte del filtrado se afiade unas gotas deigol de BaCl al

10 %, en caso positivo se forma un precipitadoddan

HIERRO FERROSO: A una parte del filtrado se afadio gotas de sotucié

ferrocianuro potéasico al 5 %, en caso positivo asamcolor azul.
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HIERRO FERRICO: A una parte del filtrado se afiade pocas gotas ldeién

de tiocianato amonico al 4 %. En caso positivoegauna coloracion roja.

En laparte h se disuelve en HN{Xiluido y se filtrQ, recibiendo el filtrado en @oios de

ensayo, para investigar la presencia de:

2.3.2

CARBONATO: La liberaciéon de gas antes y durante la filtraciddica la

presencia de carbonato. El gas formado es gl CO

CLORURO: A una parte del filtrado se aflade unas gotas deisaol de nitrato
de plata AgN@ al 2 % en caso positivo aparece un precipitado cblan

(exponiéndolo a la luz se torna negro).

FOSFATO: A una parte del filtrado se aflade en exceso salude molibdato
amonico, calentar en bafio de agua. En caso pospiamece un color blanco con

un precipitado amatrillo.

FASE Il REALIZACION DE ENSAYOS CON LA PREPARACION
ENZIMATICA COMERCIAL RAPIDASSE TF Y FORTIFICACION RRA
OBTENER UN JUGO CLARIFICADO ESTABLE

2.3.2.1 Factores de estudio, tratamientos y procedimiento

Como en la Fase | se identifico el principal congidre presente en el precipitado del

permeado de araza, en la Fase Il se verificar&cd®ma de una enzima proteolitica

(papaina) en la pulpa enzimada previamente a ladiaiones establecidas para el coctel

enzimético Rapidasse TF, ajustandola a las corammoties utilizadas por la industria.

Se planted un plan de experiencia esférico corpdatos centrales, como el presentado

en la FIGURA No 9 a partir de los cuales se estédnlen los diez tratamientos
presentados en la TABLA No 13.
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FIGURA No 9. DISPOSICION DE LOS DIEZ PUNTOS EXPERIMENTALES EN TORNO A LA
CIRCUNFERENCIA

7

FUENTE: GOUPY, 1999

TABLA No 13. ENSAYOS PARA LA OPTIMIZACION DEL TRATAMIENTO DE LA PULPA DE ARAZA

Tratamientos Tiempo Concentracién
min Ppm
Tl 45 50
T2 30 160
T3 80 1605
T4 0 275
T5 45 275
T6 45 275
T7 90 275
T8 30 390
T9 80 390
T10 45 500

Para la optimizacion del tratamiento enziméticaifioado se incud las diferentes
muestras de pulpa enzimada con el coctel Rese TF, a la cual se agrega solucione
papaina diluida en agua, utilizando diferentes eoinaciones que van desde los 50 a
ppm y tiempos de incubacion que varian desde ladd® 90 minutos, manteniendo
temperatura constante de °C optimizadaen un previo estudio. Posteriormente

procede a inactivar las enzimas mediante un praegasteurizaciol

La pulpa tratada con la preparacion enzimatica coalefortificada, se utilizara en

proceso de microfiltracién tangencial para la obitan del jugo clarificado, en el cual
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establecera la vida de anaquel mediante la med&@dmanal durante tres meses de la

turbidez del jugo clarificado.

2.3.2.2 Manejo del experimento

En los sobrenadantes resultantes del tratamiemtonético se realizé el control de

calidad mediante las siguientes determinaciones; ebélor, turbidez, viscosidad

cinematica, solidosolubles, sélidos insolubles en suspension.

El porcentaje de solubilizacién mas alto, obtenildola accion del coctel enziméatico

fortificado con papaina, a diferentes tiempos yceatraciones, determind las mejores

condiciones a las cuales debe realizarse la endimac

pH

En el jugo clarificado se midid directamente cormadidor de pH.

DETERMINACION DE COLOR

El color se determina por el Sistema Hunter, skzatel equipo marca ColorTec-
PCM™. El color se reportara en L* (luminosidad), a* j¢re, verde-) y b*
(amarillo+, azul-). La escala de parametros L,kase usara para calcular en angulo

Hue (H), la cromaticidad (C) y el indice de oscurgento (10).

Se coloca la muestra en una caja petri pequeiia;, tapiendo cuidado de no dejar
grumos o burbujas en la caja. Luego se ubica shyaridel ColorTec-PCM/PSM
sobre la superficie de la caja, tratando de cuoda la superficie. Se toma las

lecturas en diferentes zonas de la caja. Anotaa; b,(51).
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Célculos

H=arctg(b/a)
C =(a? +h?)¥? IO = 100*((a+1,75*L)/(5,645*L+&012*b)-0,31)/0,172
=(a

+ DETERMINACION DE TURBIDEZ

El método mas empleado para determinar la turtdéezna solucién, es la nefelometria.
Se basa en que al incidir en una muestra un ragotiso, las particulas en suspension
dispersan parte de la luz que penetra en la muésealuz dispersada se recoge sobre
una célula fotoeléctrica provocando una corrieféeteca en funcion de su intensidad, y

por lo tanto, del grado de turbidez de la mue$5@).

Procedimiento

- Se pulsa la tecl# y se busca el método VISOCOLOR

- Conlatecla () se establece el modo 9fbidlez 10 — 400 FAU

- Se pulsa la tecl&lull Zero y se ajusta la rueda de filtros a 6, colocar laeta de
vidrio cilindrica, limpia, con el valor blanco (lauestra sin tratar), en el fotébmetro, se
pulsa la tecléNull Zero.

- Se coloca en el fotbmetro la cubeta cilindrica ideio con la solucion de muestra, y

se pulsa la tecl®l para realizar la lectura
+ DETERMINACION DE LA VISCOSIDAD CINEMATICA.

La viscosidad de los fluidos disminuye con el @mgento con la temperatura, y por ello

estos pueden fluir con mayor rapidez a través dmoducto. (52)

Procedimiento

- Se transvasa cinco mililitros de muestra por elil@aglel viscosimetro de vidrio
Cannon-Frenske.

- Se absorbe el liqguido suavemente con una perd papiar hasta la parte superior.
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- Se mide el tiempo que demora en pasar el liquiddalel enrase superior al enrase
inferior del capilar del viscosimetro.
- Se realiza el mismo procedimiento con agua destiteata determinar la constante K

del viscosimetro.

Calculos

La viscosidad cinematica se calcula de la siguiergeera:

u=Kt
K = kagua
tagua

Donde:
U = Viscosidad cinematica (cSt)
K = Constante del viscosimetro (cSt/ s)
Kagua = 0,884 cst, viscosidad del agua a 25 °C * (cSt)
t = Tiempo recorrido de la muestra (s)
tagua = Tiempo recorrido del agua (s)

« DETERMINACION DE SOLIDOS SOLUBLES

La concentracion de sélidos solubles se mide pfraatometria. La desviacion del
angulo luminoso esta relacionado con el contenidoel@mentos solubles presentes

dentro de una muestra (azucares, &cidos orgamicagoles) (50).

Procedimiento

- Se levanta la cubierta del refractdmetro y se eolbas o tres gotas de la muestra
sobre el prisma de la superficie.
- Se lee la concentracion de sélidos solubles enogr&tix y se lava con agua

destilada y se seca suavemente con papel absarbente
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Célculos

La concentracion de sdlidos solubles se expressctdmente el valor de la lectura

expresada en ° Brix, se debe considerar si la mauesjuirié dilucion.

+ DETERMINACION DE SOLIDOS INSOLUBLES EN SUSPENSION

Es un método que utiliza la propiedad de sedim@mate particulas con base a su masa,
para la separacion de las mismas en una solucaia. @3te analisis se utiliza la fuerza
centrifuga constante para impeler la materia hagsa del centro de rotacion y asi

separa las particulas insolubles del medio ligpmtossedimentacion. (53)

Procedimiento

- Pesar la pulpa enzimada en los tubos de centritey@gamente pesados.
- Centrifugar a 3.500 rpm durante 15 minutos. Pdsssleenadante a un vaso o tubo.
- Escurrir todo el liquido sobre papel toalla tenmmdidado de no perder muestra y

pesar el tubo con el residuo.

Célculos
Los sélidos insolubles en suspension se calcula siguiente manera:

s19%) = 2~ Pl 100
n
Donde:
SIS = Sdlidos insolubles en suspension
Pr = Peso del tubo mas residuo
Pt = Peso tubo vacio

Pm = Peso de la pulpa
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2.3.2.3 Obtencion del jugo clarificado establ

En la pulpa de arazd enzimada en las condiciseleccionadas con el uso del cé
enzimético fortificado, se realizo las pruebas leegelipo de microfiltracién tangenci

La descripcion del uso del equipo de resume ammoation

Se trabajé con un modulo de micro filtracion, camdb en acero oxidable AISI 304 L
gue contiene en su interior una membrana de ceadfiembralox, modelo IP -40,)
en alfaalumina, con didmetro de poro de 0,5 um y una@deditracion total de 0,22 2.
En la FIGURA No 10 e muestra esquematicamente aipeqde nicrofiltracion

empleado para obtener el jugo clarificado de a

FIGURA No 10 ESQUEMA DEL EQUIPO PILOTO DE MICROFILTRACION TANGENCIAL

—
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(FUENTE: MANUAL DEL EQUIPO PILOTO DE MICRO Y ULTRAF ILTRACION TANGENCIAL, 2006)

La pulpa tratada con lpreparacion enzimatica comercial fortificada, sézata en e
proceso de microfiltracién tangencial para la obi@mdel jugo clarificado, en el cual
establecera la vida de anaquel con elrol de la turbidez quincemente urante un

period de tres meses para verificar la ausencia deppiadd
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CAPITULO Il

3 RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1 ENSAYOS PRELIMINARES

Debido que el contenido de proteina de la pulpardea es de 0,71 %, relativamente
alto, con relacion al de otras frutas, se realizouantificacion de la misma a diferentes
condiciones de extraccion del precipitado obtemdbjugo clarificado o permeado, el

cual se obtuvo por solubilizaciéon enzimatica y tdogia membranaria, como es el caso
de la microfiltracion tangencial, que emplea unanimeana con porosidad de 0,5 um, por

el cual pueden pasar moléculas del tamafio de désipas.

Previo al analisis de la muestra del precipitadaeslizaron a diferentes condiciones de
pH, temperatura y tiempo de descongelamiento dgb jolarificado de araza, la

extraccion del precipitado. Los mejores rendimisntbtenidos experimentalmente se
muestran en el CUADRO No 1 expresados en poleeptso/peso de muestra y en

funcién del contenido de proteina, el cual se adalor el método de micro Kjeldahl.

CUADRO No 1. RENDIMIENTO Y CONTENIDO DE PROTEINA DEL PRECIPITA DO FORMADO EN EL
JUGO CLARIFICADO DE ARAZA

Caod. Condiciones Rendimiento p/p (%) *Proteina (mg/L)
M1 18 °C-pH 6,5 0,002 8,32

M2 18 °C-2 dias fermentadc 0,864 2255,39
M3 Descongelado 0,518 714,88

*REALIZADO POR INIAP-LSAIA
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Todas las muestras se centrifugaron a 7000 rprmuetu20 minutos para separar las 2
fases y posteriormente se las sec6 en estufa éomiducido a 40 °C durante 4 dias, el
rendimiento de la proteina se valoro a partir @slopseco del precipitado en relacion al

volumen de jugo clarificado.

Para la muestra M1 bajo las condiciones descrdts;ongelada y mantenida a 18 °C y
lavado el precipitado con agua destilada hasta,pHsé obtuvo el rendimiento mas bajo
de proteina con 8,32 mg/L; ya que el pH al cualesizd el analisis provoco la
reduccion de su contenido, en especial de la matatrosoluble, los aminoacidos libres
y los compuestos aminados; los cuales en el prabesavado fueron llevados al pH en

el cual se encuentran mas estables.

En la muestra M2 mantenida a temperatura ambientantt dos dias, presenté el
rendimiento mas alto en peso en relacion a todasnlaestras con 0,864 %; pues por
proceso fermentativo, que se favorece por el cademe azucares y del nitrogeno, que
ayuda a la formacién de compuestos aminados asasgcidms cuales se valoran por el
analisis de proteina total micro Kjeldahl. El ppégido que se extrajo se pardeo debido a
factores externos que influyeron directamente enrémacciones, como la accion del

oxigeno del medio ambiente.

La muestra M3 sometida a un proceso de centrifbgadhmediatamente luego de su
descongelacién, presenta una concentracion coabldede proteina pero no se halla en
proporcion a lo obtenido en la muestra M2, lo quadde deberse a que en la muestra se
limitaron los procesos de degradacion por la coddicde conservacion a las que
mantuvo (-18 °C).

Se toma como valido el precipitado obtenido enl@&stra M3, debido a que se relaciona
con el contenido de proteina en la pulpa frescarded que es de 0,71 g en 100 mL
mientras que en el jugo clarificado este valorexshice a 0,071488 g en 100 mL, valor
obtenido en el precipitado y considerando el reratito del proceso de extraccion.
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3.2 FASE I: OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION Y CARACTERIZA CION
DEL PRECIPITADO DEL PERMEADO DE ARAZA

Para la extraccion del precipitado del jugo clesifio (permeado) de araza, obtenido por
microfiltracion tangencial, se someti6 a las difees condiciones de temperatura, tiempo
y velocidad de centrifugacion, formandose dos fasesobrenadante y el precipitado. En

la extraccion se obtuvieron los precipitados alleeyentes condiciones correspondientes
a los 12 tratamientos, las cuales se detallan acaglite 2.3.1.2.

Los resultados obtenidos para el rendimiento dexteaccion, reportado en gramos del

precipitado seco por cien mililitros de jugo (%®,@mesentan en el CUADRO No 2.

CUADRO No 2. RENDIMIENTO EN LA EXTRACCION DEL PRECIPITADO D EL PERMEADO
CONCENTRADO DE ARAZA

Caodigo Descripcion RENDIMIENTO %
T 4°C x 30min x 6000 rpm 7,28 +1/05
T, 4°C x 60min x 6000 rpm 6,16 + 128
Tz  4°C x 30min x 8000 rpm 7,88+27
T,  4°C x 60min x 8000 rpm 8,84 + 1/¥7
Ts  18°C x 30min x 6000 rpm 6,24 + 3’50
Ts 18°C x 60min x 6000 rpm 9,35+ 2/35
Ty 18°C x 30min x 8000 rpm 10,62 + 1773
Tg 18°C x 60min x 8000 rpm 7,47 +2/33
Ts  32°C x 30min x 6000 rpm 8,57 + 0/F1
Tic  32°C x 60min x 6000 rpm 9,71 + 2130
T11  32°C x 30min x 8000 rpm 13,95 + 1772
T 32°C x 60min x 8000 rpm 9,23+ 1/13

+ desviacion estandar de 3 repeticiones

El mayor rendimiento del precipitado se obtuvo & ¢tandiciones propuestas en el
tratamiento T3 (32 °C x 30min x 8000 rpm) con 13,95 %. El analaggsTukey (95 % de
confianza), determin6 que existe diferencia estiadisignificativa, habiéndose formado
dos grupos homogéneos con el mismo nivel de sigmifia para 1 T, T3, Ts Y Tg; T4,

Te, T7, To, T1o Y Ta2.

Debido a que la temperatura juega un papel detanteren las reacciones moleculares
de degradacion, principalmente, las que se darr Ipga la insolubilizacién de las

proteinas que puede encontrarse presentes en ¢ms jmicrofiltrados. En los
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tratamientos propuestos experimentalmente a 4€Cpssidera que el efecto de la baja
temperatura limito ciertas reacciones que puedeordéaer la aparicibon de compuestos

indeseados al incrementarse este valor, por loetwahdimiento es menor.

En el caso de la velocidad de centrifugacion yeehpo, el efecto se da por la accién de

la fuerza centrifuga propia del proceso empleado.

En el CUADRO No 3 se presenta los parametros alaery calculados para el color del
precipitado, secado bajo dos condiciones, cal@actbry liofilizacion. Informacién que
se utilizard para decidir el extracto en el cual realizara la caracterizacion e

identificacién de los compuestos presentes.

CUADRO No 3. COLOR EN EL PRECIPITADO DE ARAZA SECADO EN DOS CONDICIONES

Condiciones de PARAMETROS DEL COLOR

secado
Estufa 40 °C L A B °H C Ie}
Promedioxds 29,56+#2,16  2,76+0,53 8,69+1,83 71,59+6,68  9,16+1,590,91+7,62
C.V. (%) 7,32 19,29 21,07 9,33 17,37 18,61
Liofilizacion
70 bar, - 40 °C
Promedio +ds  22,84+1,09 0,83%0,13 6,26+1,24 82,20#2,26  6,31+1,234,10+8,44
C.V. (%) 4,78 15,31 19,82 2,75 19,35 24,75

El pardmetra con un valor de 2,76 es mayor en la muestra seadatufa con relacion
al valor de 0,83 obtenido en la muestra liofilizadague indica que el precipitado tiende
a un color rojo mas oscuro. De acuerdo a la refad® los valores da y b, se puede
sefalar que en el primer caso el color tiende sojmamarillento mas oscuro (estufa)
con relacion al obtenido por liofilizacion; lo cusé corrobora con el valor mayor del

indice de oscurecimiento (I0) con 40,91.

Se selecciona la liofilizacién como la mejor fordeconcentrar el precipitado extraido,
ya que se evita el pardeamiento, que puede aféatédentificacion de las macro

moléculas, en las siguientes etapas de la invesgiiga
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3.2.1 IDENTIFICACION DE CARBOHIDRATOS

En el CUADRO No 4 se presentan los resultados tetialds obtenidos en la marcha

bioquimica para la identificaciéon de carbohidratos.

CUADRO No 4. RESULTADO DE LAS PRUEBAS PARA IDENTIFICACION D E CARBOHIDRATOS

PRUEBAS PRECIPITADO*
Molisch Positivo
Yodo Negativo
Fehling Positivo
Azucares no reductores Positivo
Barfoed Positivo
Seliwanoff Positivo

* En muestra liofilizada

La prueba de Molisch indica en general la preseteiazicares, pues a pesar de que se
dispone de una muestra liofilizada para evitaragtipamiento por accion del calor, se

identifican azucares de tipo cristalino.

La ausencia de almidén se comprueba al realizezdecion del Yodo, que verifica la

presencia de cadenas de amilosa y amilopecticaaladio negativa.

Las pruebas de Fehling, Barfoed, Seliwanoff y déicares no reductores, dieron un
resultado positivo, evidenciando asi la ausenciamelén y la presencia de azucares del
tipo fructuosa y sacarosa; estos azUcares poresgrefios pueden hallarse asociados a

otro tipo de moléculas o pueden reaccionar en dioy@oduciendo nuevos compuestos.

La fructuosa (deoxiazucar) puede formar parte egloteinas. La unién puede darse a
través de un enlace O-glicosidico, o a un enlaggdidésidico. No se considera que el
azucar ligado ejerza mayor efecto en la apariciénpdecipitado, ya que la elevada
solubilidad de los azucares simples en soluciome®sas limita su aparicion en el

extracto analizado, por tal razén, se debe dilgidentificacién bioquimica hacia otro
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tipo de compuestos que podrian ser proteinas, acidws libres, o sales minerales
propios de la fruta de araza.

Los resultados de las reacciones cualitativas zagdis para el analisis de la
identificacion de los carbohidratos se observala&OTOGRAFIA N° 1.

1. Yodo para celulosa

2. Yodo para almidon y dextrinas
3. Molisch

4. Seliwanoff

5. Barfoed

6. Fehling

FOTOGRAFIA No 1. IDENTIFICACION DE CARBOHIDRATOS

Cabe mencionar que pueden existir otro tipo de aescsimples cuya nomenclatura
depende de la posicidon de su grupo carbonilo, para conocer su estructura exacta y

poder definir sus propiedades se requiere de uadodéspecifico de analisis.

3.2.2 IDENTIFICACION DE PROTEINAS

A continuacion, en el CUADRO No 5 se presentanrdéssiltados cualitativos obtenidos
para la identificacion de proteinas y aminoéacidlmes$ que se pudieron identificaren el
precipitado del jugo clarificado de araza.

La prueba de Biuret, indicativa de los enlaces igajuts fue positiva. Con lo cual se
evidencia la presencia de este tipo de enlacespugien ser parte de cadenas proteicas
propiamente dichas o de cadenas peptidicas (es ftwonada por menos de 50

aminoacidos).

Con las pruebas de Millons, Sakaguchi, GlioxilicaXgntoprotéica, se muestra la
presencia de tirosina,arginina, triptéfano y fdaiténa.
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CUADRO No 5. RESULTADO DE LAS PRUEBAS PARA LA IDENTIFICA CION DE PROTEINAS

PRUEBAS PRECIPITADO

Biuret Positivo (péptidos)

Millons Positivo (Tirosina)

Heller Positivo (péptidos)
Sakaguchi Positivo (Tirosina, Arginina)

Xantoprotéica Positivo (Tirosina, Triptéfano, Fenilalanina)

Glioxilica Positivo (Tript6fano)

Azufre Negativo (Cisteina, Metionina)
Ninhidrina Positivo (Aminoacidos libres)

En la identificacion de Aminoacidos azufrados noostuvo un resultado positivo,
indicando asi que los aminoacidos, metionina yiciatese hallan escasamente en el

precipitado, o incluso que su presencia es nula.

Al realizar la prueba de la Ninhidrina sobre ungddijitro cualitativo, se determin6 que
existen aminoacidos libres de manera general. &atifttacion y cuantificacion de los
aminoacidos se realiz6 por Cromatografia Liquida Alea Resolucion (HPLC),
resultados que se presentan en el CUADRO No 6.

En la FOTOGRAFIA No 2 se presenta la identificactfualitativa para aminoacidos
libres.

FOTOGRAFIA No 2. PRUEBA DE LA NINHIDRINA
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3.2.2.1 Contenido de aminoécidos y proteina

El fruto de araza de la variedad en estudio coatieen la pulpa larvas de mosca
(Anastrepha striatplas cuales viven y se desarrollan en su integor,tal razon para
conocer su interferencia en la formacion del pitadie se aislé dichas larvas del fruto
tal como se muestra en las FOTOGRAFIAS No 3y 4.

FOTOGRAFIA No 4. LARVAS EXTRAIDAS Y LAVADAS

En el CUADRO No 6 se presenta los resultados othbsnipara el contenido de
aminoécidos obtenidos por cromatografia liquidalteeresolucion (HPLC), a excepcion
del triptéfano, que requiere de otro tipo de hidislpara su cuantificacién. Se reporta en
las muestras de la larva de la moskaaistrepha striatpextraida de la fruta de araza y

del precipitado extraido del permeado de araza.
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CUADRO No 6. COMPARACION DE LA COMPOSICION AMINOACIDICA DE LAS MUESTRAS DE
LARVAS Y DEL PRECIPITADO

ANALISIS MUESTRAS
AMINOACIDOS Larvas de mosca* Precipitado**
Acido aspartico 4,75 0,09
Treonina 2,31 0,02
Serina 2,41 0,03
Acido glutamico 7,10 2,56
Prolina 2,87 N.D.
Glicina 2,41 0,05
Alanina 4,85 0,13
Cisteina N.D. 0,04
Valina 4,36 0,05
Metionina 1,98 0,05
Isoleucina 2,47 0,03
Leucina 3,81 0,04
Tirosina 3,13 0,11
Fenilalanina 8,28 0,28
Histidina 2,99 0,06
Lisina 4,57 0,03
Arginina 7,05 0,45

Realizado por LSAIA-INIAP
*muestra seca y desengrasada **muestra liofilizada N.D. no detectado

A partir de los resultados de la composicion angidiea de la larva y el precipitado, se
puede establecer que los aminoacidos de las lguasse hallan en mayor porcentaje
también se hallan mayoritariamente en la muesttaptecipitado; siendo el acido
glutamico, la alanina, la fenilalanina y la argmitos cuales poseen su punto isoeléctrico

a un pH acido.

Es importante recalcar, que cuando una proteindecenelevadas concentraciones de
acido glutdmico y se encuentra a un pH acido, cemel caso del jugo clarificado de
araza (pH 2,67) alcanza su punto isoeléctrico mawdo desnaturalizacion de la
proteina, ya que la carga neta al ser nula piexsledracteristicas estructurales de una

proteina, alterandose la estructura terciaria.

Para visualizar de mejor forma la comparacion pured de las 2 muestras se realizo un
grafico de barras, en donde el porcentaje de amithms que se encuentra en el
precipitado se lo amplio a una escala 1:50. Seiderss que a pesar de existir una
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retencidn mayoritaria de componentes con elevadsm prolecular no degradados
durante la enzimacion, éstos pueden pasar atravasanembrana de 0,5 pum vy
presentarse en el jugo clarificado, pero en conaeiohes menores a las iniciales,

guardando una estrecha relacion, lo cual se visuah el GRAFICO No 1.

GRAFICO No 1. ANALISIS DEL CONTENIDO DE AMINOACIDOS EN LAS LARVAS DE LA MOSCA
(Anastrepha striata) Y EL PRECIPITADO DEL PERMEADO DE ARAZA

AMINOACIDOS

;. - COMPARACION DEL CONTENIDO DE AMINQACIDOS
1.Acido aspartico

2. Treonina

3. Serina 20
4. Acido glutamico !
5. Prolina

6. Glicina

7. Alanina

8. Cisteina

9. Valina

10. Metionina 5 L
11. Isoleucina A
12. Leucina

13. Tirosina

14. Fenilalanina Aminoscidos
15. Histidina
16. Lisina
17.Arginina

10 4

Porcentaje de Aminoacidos

310 -

23 4 5 & 4 ; . .“'li
13 14 15 16 &
mAzlarva B Aa Precipitad « 50

La presencia de los aminoacidos se ve reflejadaspruebas cualitativas realizadas en
el acapite 3.1.2, a excepcion del acido glutdmiatapina, ya que para su identificacion

no se dispone de un método cualitativo especifico.

Cabe indicar que en la metodologia utilizada neeperta el triptéfano, la glutamina y la
asparagina. A partir de los resultados de la comidosaminoacidica de la larva y el
precipitado, se puede establecer que los aminaadigltas larvas que se hallan en mayor

porcentaje también se hallan mayoritariamente emukestra del precipitado; siendo estos
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el a&cido glutdmico, la alanina, la fenilalaninaaydrginina, los cuales poseen su punto

isoeléctrico a un pH éacido.

Las dos muestras correspondientes a las larvasrdedca y el precipitado, contienen los
aminodacidos esenciales, por lo cual desde el mmtasta nutricional es una proteina de
buena calidad, aunque esto se evidencia en maygon@ion en la composicion

aminoacidica de la larva. Aunque comercialmenta,proteina de origen animal, es una

caracteristica indeseada su presencia en un pwmdlitienticio de origen vegetal.

En el CUADRO No 7 se muestra la cuantificacionlaeproteina en las muestras
correspondientes a las larvas y el precipitadoe@to por el método micro Kjeldahl y
el tabulado a través de la sumatoria del contededaminoacidos presentes en las larvas
de la mosca. En el precipitado se calculo a pairla sumatoria de aminoacidos

multiplicado por el factor 6,25 para la conversiten\, a proteina.

CUADRO No 7. CONTENIDO DE PROTEINA PARA LAS MUESTRAS DE LAR VAS Y PRECIPITADO

) MUESTRAS
ANALISIS _
*Larvas de mosca **Precipitado
PROTEINA 66,00% 29,27%
PROTEINA
65,34% 25,13%

(X AMINOACIDOS)

Realizado por LSAIA-INIAP *muestra seca y desengrasada **muestra liofilizada

Como se puede observar, el contenido de proteitasdarvas es de 66,00 % mientras
gue el valor obtenido del porcentaje de aminodcedode 65,34 %, comprobandose que
casi la totalidad de la proteina que se reportasponde al nitrégeno de tipo proteico; es

decir que se halla formando parte de la cadenandeacidos.

En tanto, que la proteina valorada en el precipieside 29,27 % y la obtenida a partir
de la composicion de aminoéacidos se obtuvo un wd?5,13 %, cuya diferencia puede

corresponder a los tres aminoacidos que no setaspoo a otros elementos que
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contienen nitrégeno pero de tipo no proteico, c@s@l caso de las sales amoniacales,

aminos, amida, entre otros.

Se complementa el andlisis de estos resultadoslasei®d la diferencia en la sensibilidad
de los métodos analiticos empleados para la detacmin de proteina y aminoacidos, lo
cual hace que la comparacién entre los valoredetotp las sumatorias tengan su
respectivo margen de error.

En la FOTOGRAFIA No 5 se presenta el Cromatdgidfpido de Alta Resolucion,
instalado con el detector de fluorescencia y losesarios utilizados para la
cuantificacion de los aminoacidos.

FOTOGRAFIA No 5. CROMA‘[OGRAFO LIQUIDO DE ALTA RESOLU CION PARA EL ANALISIS DE
AMINOACIDOS

3.2.3 IDENTIFICACION DE MINERALES

Posterior a la caracterizacion de los carbohidrgtdas proteinas, se analizaron los
minerales que puede encontrarse en la muestraa@pipado liofilizado, resultados que
se presentan en el CUADRO No 8.
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CUADRO No 8. RESULTADO DE LA IDENTIFICACION DE MINERALES

Ensayos Muestra liofilizada
Calcio Positivo
Sulfatos Positivo
I6n Ferroso Positivo
I6n Férrico Positivo
Carbonatos Negativo
Cloruros Negativo
Fosfatos Positivo

Para la identificacion de los minerales en el pitailo de araz4, se tom6é como punto de
referencia la composicion quimica del jugo clasflo (permeado) de araza reportado por
Laverde, 2011, y citado en la TABLA No 9 del cafatuno.

En la FOTOGRAFIA No 6 se presentan los resultadosrespondientes a la

identificacion cualitativa de los minerales.

ION FERROSO ION FERRICO FOSFATOS

CALCIO SULFATOS

FOTOGRAFIA No 6. IDENTIFICACION CUALITATIVA DE MINER ALES
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La presencia de minerales en el precipitado regalsitiva para calcio, hierro, sulfatos y
fosfatos. A partir de estos resultados se anadiZGrimacion de los posibles compuestos
a formarse. En el caso del sulfato ferroso o dhgulférrico. Se descarta su influencia
para formar el precipitado, ya que segun lo expupset Yufera (1997), se requiere de
una concentracion mayor a 5 mg/L y en el permeadiispone de una concentracion de

1,31 mg/L, siendo un contenido por debajo del redagara que se produzcan las sales.

Se limita la posibilidad de formacion de fosfat@saalcio o fosfato de hierro, debido al
pH del permeado. No se tomaron como resultadosifisgfivos la presencia de

minerales en la muestra, ya que de acuerdo a tos da la composicion del permeado
Unicamente se dispone de cantidades traza de lk®a®wj y para que se produzcan
interferencias se necesita de un exceso de ionédlicns, pues se puede provocar

quiebras metalicas que alteren el aspecto de dos jaarificados.

3.2.4 IDENTIFICACION DE LOS PRINCIPALES COMPONENTES PRESEES
EN EL PRECIPITADO EXTRAIDO DEL PERMEADO DE ARAZA

Las preparaciones enzimaticas comerciales han digarrolladas para realizar
modificaciones a nivel molecular, especialmente fartas de clima templado; pero los
efectos tecnoldgicos dependen principalmente dernaosicion de la pared celular que

es propia de cada fruta.

Estas preparaciones comerciales estan constityias una mezcla de enzimas,

hidroliticas, principalmente de hemicelulasas, leshs y pectinasas, las cuales producen
la liquefaccion y sacarificacion de las paredealasts de los tejidos en las pulpas de las
frutas, ademas, hidrolizan los polisacéridos ingdelkimediante la accidn sinérgica de las

enzimas celuloliticas y pectinoliticas, principahte

El andlisis utilizado al relacionar la composicide la pared celular del araza y los
valores correspondientes a las principales actidgeenzimaticas de la preparaciones

comerciales, sirvieron para seleccionar a la RapglaTF para el proceso de
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solubilizacion enzimética, realizado por Laverd&l?, como etapa previa a la obtencién

del permeado por microfiltracion tangencial.

La caracterizacion de las principales actividadesneaticas de la preparacion comercial
Rapidasse TF se presenta en el CUADRO No 9.

CUADRO No 9. CARACTERIZACION DE LAS PRINCIPALES ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE LA
PREPARACION COMERCIAL RAPIDASSE TF

ACTIVIDAD ENZIMATICA

. Pe Exoara
Rapidasse TF Proteina R Cx C Ps
(mg/ml)
Ul/mg proteina 116,100 2,320 3,243 0,309 3,670 3,629 0,161

FUENTE: BRITO B, 2006; FONTAGRO, 2008

Debido a que en la pared celular de la pulpa dedasabresale el contenido de celulosa,
se requiere que la preparacion comercial tengaaatteidad Exo-celulosa ¢y Endo-
celulosa (@), ademas por su alto contenido de pectina inse|u®be tener actividades

considerables de Pectinliasa)YPPoligalacturonasa @y Pectinesterasa P

Después de realizar los andlisis correspondienteda aidentificacion de las
macromoléculas, se identificO que la proteina juegarol determinante para la
formacion del precipitado, ya que a pesar de enmx®® otros compuestos, €stos no
intervienen significativamente debido a sus car@tteas y a las concentraciones en las

que se encuentran.

La preparacion enzimatica seleccionada normalmerde contiene una actividad
proteolitica significativa, ya que su comercialibacesta orientada para las frutas y
vegetales, las mismas que tienen bajas concemtegcide proteina para solubilizar.
Razon por la cual se orienta la investigacion héifortificacion de la preparacion
comercial Rapidasse TF con una proteasa de origgetal, como es el caso de la

papaina.



74

La fortificacién se realizé con la proteasa Papafaaca Fluka, que tiene un contenido
de proteina del 88,19 % y una actividad de 3,18 dJ/®eleccionada debido a las
caracteristicas especiales que le otorga sus plages fisicas, como es la solubilidad
alta en medio acuoso; la actividad proteoliticae gatia sobre los enlaces endo y exo-
peptidicos; el pH a la cual actia, que es de aideutro. Ademas, que a nivel de las
plantas procesadoras de alimentos, requierenautifiditivos de bajo costo y que sean

accesibles en el mercado.

3.3 FASE I: ENSAYOS CON LA PREPARACION ENZIMATICA
COMERCIAL RAPIDASSE TF FORTIFICADA PARA OBTENER UN
JUGO CLARIFICADO ESTABLE POR MFT

3.3.1 TRATAMIENTO ENZIMATICO DE LA PULPA DE ARAZA

Se utilizé la preparacién enzimatica Rapidasse T&sacondiciones optimizadas por
Laverde, 2011 (40 °C, 200 ppm, 60 min), y que fuetiffcada con distintas

concentraciones de papaina en diferentes tiempesazi@acion, sobre la pulpa de araza.

Los resultados del control de calidad, para lasalkibes en los diez tratamientos,
constituidos de acuerdo al plan de superficie dpuesta de diez puntos con dos puntos

centrales, se presentan en el CUADRO No 9.

Para la determinacion de los sélidos solublesyrlaidez, la viscosidad cinematica y el

pH, se utiliz6 el sobrenadante obtenido del amalde los sdlidos insolubles en

suspension (SIS: centrifugacion a 3500 rpm durdfiteninutos). Ya que es en la fase
acuosa es donde se detecta el efecto de las enzahees la solubilizacion de la pared

celular de la pulpa de la fruta. Los resultados aktraron que a mayor concentracion de
la papaina y el tiempo de enzimacién, existe unomeontenido de SIS.
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CUADRO No 10. CONTROL DE CALIDAD DE LOS TRATAMIENTOS CON LA PREPARACION

COMERCIAL FORTIFICADA EN LA PULPA DE ARAZA

<

£ <

= O 0

< = L

o < _.
n w = N g
O e o 4 w o
= z o %) = &) @]
pd L) > o :g_ O o n
S| ¢ |&E 2 S 8
= & . S = a
= = (7] _
< z e} o
o Ll O %)
- @] %}

g S

(@]

(ppm) (min) (%) (%) (cst) (NTU) (°Brix)
T, 50 45 37,38+0,92 2,88+0,02° 1,02+0,02° 30,33+2,08 4,67+0,12
T, 160 30 37,54+1,04 2,97+0,0F 1,06x0,0% 29,00+3,06 5,20+0,26
Ts 160 80 35,50+0,38¢ 2,85+0,02 1,02+0,03% | 27,00+1,58° | 4,90+0,10°
T, 275 0 36,16+1,1% 2,90+0,0F<P 1,03+0,08° 27,67+1,58 | 4,93+0,06%C
Ts 275 45 35,74+0,8%¢ 2,90+0,0F<° 1,03+0,0£% | 26,00+1,06° | 5,07+0,08°
Te 275 45 35,450,686 2,92+0,05P 1,02+0,0% 28,00+1,78 5,03+0,06¢
T, 275 90 35,60+1, 7€ 2,93+0,0P 1,04+0,0£% | 27,33+35%¢ | 5,07+0,15°
Ts 390 30 33,84+1,08 2,98+0,0f 1,05+0,02% | 20,33+2,08° 4,97+0,08¢
To 390 80 33,60+0,06 2,89+0,08¢ 1,05+0,02° 18,33+2,52 | 4,93+0,06%C
T1o 500 45 33,76+0,37 2,91+0,0F° 1,03x0,0£% | 26,67+1,55° | 4,97+0,06°
Blanco - - 37,51+0,43 2,90+0,01 1,07+0,02 30,3381, 4,67+0,12

+ desviacion estandar, n = 3 repeticiones

El andlisis de Tukey (95 % de confianza), deternmgné existe diferencia estadistica
significativa para los SIS, habiéndose formado gsupomogéneos con el mismo nivel
de significancia para T8, T9y T10; T3, T5, T6 y, T4; T1y T2.

En el tratamiento d con una concentracién del coctel enzimatico d@ 3m y un
tiempo de 80 minutos se obtuvo la mayor solubilizacon el 10,42 %, considerando el
contenido de SIS del 33,60 % y del blanco de 3%5En los tratamientoss¥ Te, que

corresponde a los dos puntos centrales, con uneertracion del coctel enzimatico
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comercial de 275 ppm y 45 minutos de tratamientoineditico, los SIS fueron del
35,74 % y 35,45 %, respectivamente.

La pulpa de araza tiene un bajo contenido de s®kdtubles, con 4,40 °Brix, habiéndose
evidenciado un aumento notable en el permeado etores de 5,33 °Brix, segun

Laverde, 2011. Pero al realizar el tratamiento reafico, éste valor desciende hasta
4,67 °Brix, es decir se producen alteraciones entcual contenido de azulcares, las

diferencias estadisticas son significativas esegfupos homogéneos formados.

Con base a los resultados obtenidos estadisticanleatgrupos homogéneos formados
para el control de solidos solubles correspondes &ratamientos: T4 y T9; T5, T6, T7,
T8 y T10, para los cuales no existen diferendigsifecativas de acuerdo al andlisis de
Tukey al 95 %.

Respecto al pH no existe un notable cambio ya gsevalores fluctian en un rango de
2,85 a 2,97, con relacion al blanco 2,90, que esenta variacion. Estadisticamente, los
grupos homogéneos formados para el control de ptésmonden a los tratamientos: T4,
T5, y T10; para los cuales no existe diferencigsificativas de acuerdo al analisis de
Tukey al 95 %.

En la turbidez el mayor valor medido es de 30,38 N\Nque se ve reducido notablemente
en el tratamiento T9 con 18,33 NTU, resultado etrado en el sobrenadante de la
centrifugacion, debido al efecto de la enzimacidm el uso de la preparacion enzimatica

fortificada.

Estadisticamente se formaron grupos homogéneogososiguientes tratamientos: T3,
T5, T7yT10; T1, T2, T4y T6; T8; T9; entre losates existen diferencias significativas

de acuerdo al analisis estadistico de Tukey al 95 %

La viscosidad cinematica de los tratamientos ptasem valores para el tratamiento T6
de 1,02 y el T2 de 1,06 cSt, en comparacion casbtnido para el blanco que fue de

1,07 cSt, que denota una pequeia reduccion enarelatodos los tratamientos.
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3.3.2 OBTENCION DEL JUGO CLARIFICADO POR MICROFILTRACION
TANGENCIAL Y LA VIDA DE ANAQUEL

A partir de los resultados obtenidos, se seleccigm® en el tratamiento previo a la
microfiltracion tangencial, se debe someter la aulp araza a la liquefaccién enzimatica
a las siguientes condiciones: 350 ppm de RapidaBse&on 390 ppm de papaina, 60
minutos y 35 °C.

En la FOTOGRAFIA No 7 se presenta el proceso deafiitracion tangencial para la
obtencién del jugo clarificado de araza.

FOTOGRAFIA No 7. OBTENCION DEL JUGO CLARIFICADO DE AR AZA POR MFT

La microfiltracién tangencial se realizo a las dommhes optimizadas por Laverde en el

afo 2011: presion transmembranaria 3 bar, 35 °@brena de cerdmica de 0,5 pm.

Para completar el estudio con la vida de anaquelresogid el jugo clarificado
(permeado) de araza en fundas plasticas estérflesgos de vidrio, almacenandose en
un cuarto frio a 8 °C y en congelacion a -18 °C.

En la FOTOGRAFIA No 8, se presenta las muestrapédeheado donde se realizo el
seguimiento de la estabilidad, en las cuales sizara turbidez y los sélidos insolubles
en suspension cada 15 dias durante 3 meses.
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Los resultados para la turbidez se reportan comaorme a 10 NTU, que es la
sensibilidad minima detectada por el equipo. Phcarenido de SIS no se detectaron
precipitados, pudiendo deberse a la sensibilidachdeodo gravimétrico empleado.

El permeado obtenido a las condiciones sefaladpsesenta problemas de precipitacion
y turbidez detectable mediante los métodos probpdaseste tipo de control de calidad,
los cuales se verifican subjetivamente al obsergbrjugo clarificado. En las
FOTOGRAFIA No 9 se presenta el permeado estable.

FOTOGRAFIA No 8. SEGUIMIENTO DE LA ESTABILIDAD
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FOTOGRAFIA No 9. JUGO CLARIFICADO DE ARAZA ESTABLE .
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CAPITULO IV

4 CONCLUSIONES

1. Las condiciones a las cuales se obtiene el mayatiméento del 13,95 % en la
extraccion del precipitado del jugo clarificadoataza fue la muestra sometida a
32 °C y centrifugado durante 30 minutos a 8000 rgiendo la temperatura y el

tiempo los factores que influyen mayoritariameraeagda extraccion.

2. Se comprueba que la liofilizacion es la mejor marsg secar una muestra, en
este caso el precipitado extraido del permeadoragiaya que conserva las

caracteristicas originales sin degradaciones figigguimicas.

3. La realizacion de pruebas bioquimicas especificheesel precipitado secado por
liofilizacién, se pudo determinar la presencia aarbohidratos (fructosa,
sacarosa), proteina y aminodacidos libres, minerddgsro, calcio), sulfatos y
fosfatos. Al encontrarse en mayor cantidad, sermd@t® que la proteina es el

bioelemento que influye significativamente en larfacion del precipitado.

4. La naturaleza proteica del precipitado, es a cdesks larvas dénastrepha
striata, razén por la cual se escogio la papaina que @&nzima proteolitica de
origen vegetal, habiéndose optimizado su conceaatran 390 ppm, para lograr

la mayor solubilizacion.

5. Para obtener el jugo clarificado estable se debeetw la pulpa de araza a las
siguientes condiciones de enzimacién: concentrad@®350 ppm de Rapidasse
TF y con 390 ppm de papaina, durante 60 minutos &3 obteniéndose una
solubilizacion del 10,42 %. Las condiciones de l&rdiiltracion son las

optimizadas por Laverde en el 2011: 2 bares dedurésmasmembranaria a 35 °C.
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6. El jugo clarificado (permeado) de araza es estabie, la formacion de
precipitados pero con la susceptibilidad de comagion microbiana, hasta 3
meses, a pesar de haberse empacado en funddeestéascos de vidrio a 8 °C.
La legislacion nacional permite comercializar l&bidas naturales, que no han
sido afladidas ningun tipo de conservante, hasté pogses, dependiendo de las

caracteristicas propias de cada fruta.
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CAPITULO V

5 RECOMENDACIONES

1. Durante la ejecuciéon de todo el proceso para lan@iin del jugo clarificado es
importante mantener la sanidad alimentaria, trafoljacon Buenas Préacticas de
Manufactura y de Higiene (BPM y BPH), con el finghrantizar la inocuidad del

producto.

2. Para la extraccion de la pulpa de araza se delsampen un filtro prensa, con el
fin de reducir el tamafo de las particulas de tsacaridos, asi como luego de
la liquefaccion enzimatica se deberia centrifuggoulpa enzimada, con el fin de
mejorar el rendimiento del proceso de microfiltéeciangencial.

3. Realizar ensayos interlaboratorios para los asatigtrobiol6gicos, para analizar
la posibilidad de existencia de hongos acidéfiloe guedan desarrollarse en el

jugo clarificado de araza.

4. Realizar investigaciones para ampliar el campo parabtencion de nuevos
productos derivados de las frutas exdticas exeseen el pais, debido a sus

excelentes caracteristicas organolépticas.

5. Los productos congelados a -18 °C pueden consereatables hasta 12 meses,
se recomienda hacer el seguimiento del control al@ladd de las muestras

congeladas del permeado de araza.
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CAPITULO VI

6 RESUMEN Y SUMARY

En la presente investigacion se propuso estabiliajugo clarificado de araza que
presentd problemas de turbidez debido a la formad& precipitados de compaosicion
desconocida, constituyéndose en un problema tegisol§a que afecta las propiedades
organolépticas de éste producto obtenido en elNIA

Se emple6 un método de tipo experimental, tomanaestras del precipitado liofilizadas
y extraidas bajo diferentes condiciones de temperattiempo y velocidad de
centrifugaciéon, en las cuales se realizaron pruebasuimicas especificas para
determinar la composicion del mismo y poder soigdilo para estabilizar el jugo.

Se encontrd: fructosa, sacarosa, proteina, amohmg&dibres, hierro, calcio y fosfatos.
Siendo la proteina la responsable del problemaddebilas larvas de la mosca de fruta
(Anastrepha striata), que se desarrollan en efiimtdel araza. Para esto se utiliz6 una
enzima proteolitica, la papaina, probada en cora@ahes de O a 500 ppm y se analizé
la estabilidad del jugo.

Al usar una concentracion de 390 ppm de papainedgo la turbidez y se logro
solubilizar en un 10,42% los soélidos insolublesespension que se hallan en el jugo. Se
debe tratar a la pulpa de araza con una conceiirald 350 ppm de la preparacion
enzimatica comercial Rapidasse TF y 390 ppm deipapurante 60 minutos a 35 °C
para mejorar las condiciones de estabilidad.

Se estabilizé el jugo hasta los 3 meses de cor@érvain aparicion de turbidez

mejorando sus caracteristicas organolépticas.
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SUMMARY

The present research aimed to stabilize a clarifiede of arazd which presented
problems of turbidity due to formation of precipéa of unknown composition. This was
a technological problem since it affects the ordgpiic properties of the product
obtained in INIAP

An experimental method was used taking sampleshefprecipitate lyophilized and
extracted under different conditions of temperattirme and speed of centrifugation in
which specific biochemical tests were performeddtermine jts composition in order to

solubilize and stabilize the juice.

It was found: fructose, sucrose, protein, aminasciron, calcium and phosphate. The
protein was responsible for the problem becaustheflarvae of fruit fly (Anastrepha
striata), which develops inside the araza. For ¢hggroteolytic enzyme was used, the
papain which was tested in concentrations from 830 ppm and the stability of the

juice was analyzed.

When using a concentration of 390 ppm of papaibidity was decreased and the
soluble suspended solids found in the juice wetebdzed in a 10.42% . The pulp of
arazd should be treated with a concentration of Bpth of commercial enzyme
preparation Rapidasse TF and 390 ppm of papain6@ominutes from 35 degrees

centigrade to improve the conditions of stability.

The juice was stabilized up to 3 months of storagbout the appearance of turbidity
improving its organoleptic characteristics.
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ANEXOS

ANEXO No 1. ANALISIS ESTADISTICO PARA SOLIDOS SOLUBLES

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2A] CV
S. SOLUBLES 30 0,73 0,61 198

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo IlI)

F.V. SC dl CM F Valor p
Modelo 053 9 0,06 6,04 0,0004
Tratamientos 0,53 9 0,06 6,04 0,0004
Error 0,19 20 0,01
Total 0,72 29

Test :Tukey Alfa: 0,05 DMS: 0,28428

Error: 0,0097 gl: 20
Tratamientos Mediasn

1,00 4,67 3 A

3,00 490 3 A B

9,00 493 3 A B C

400 493 3 A B C

10,00 4,97 3 B C

8,00 497 3 B C

6,00 5,03 3 B C
5,00 507 3 B C
7,00 5,07 3 B C
2,00 520 3 C
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ANEXO No 2. ANALISIS ESTADISTICO PARA TURBIDEZ

Analisis de la varianza

Variable

N R2 R2A] CV

TURBIDEZ 30 0,78 0,68 9,24

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo IlI)

F.V. SC CM _ F Valor p
Modelo 413,47 9 45,94 7,83 0,0001
Tratamientos 413,47 9 4594 7,83 0,0001
Error 117,33 20 5,87
Total 530,80 29

Test :Tukey Alfa: 0,05 DMS: 7,00325

Error: 5,8667gl: 20

Tratamientos Mediasn

9,00 18,33 3 A

8,00 20,33 3 A B

500 25,67 3 B C
10,00 26,67 3 B C

3,00 27,00 3 B C

7,00 27,33 3 B C

400 27,67 3 C

2,00 29,00 3 C

6,00 29,67 3 C
1,00 30,33 3 C




ANEXO No 3. ANALISIS ESTADISTICO PARA CONTROL DEL pH

Anédlisis de la varianza

Variable N R2

R2A|

CVv

pH 30

095 093 0,36

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo Ill)

F.V. SC d CM F Valor p
Modelo 0,04 9 0,00 42,17 <0,0001
Tratamientos 0,04 9 0,00 42,17 <0,0001
Error 0,00 20 0,00
Total 0,04 29

Test :Tukey Alfa: 0,05 DMS: 0,03032

Error: 0,0001gl: 20
Tratamientos Mediasn

3,00 285 3
1,00 2,88 3
900 2,89 3
500 290 3
400 290 3
10,00 291 3
6,00 292 3
7,00 293 3
2,00 297 3
8,00 298 3

WOWW s >

O000w

OoTO0U
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ANEXO No 4. ANALISIS ESTADISTICO PARA CONTROL DE VISCOSIDAD CINEMATICA

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2A] CV
Viscosidad 30 0,61 0,43 1,49

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo IlI)

F.V. SC dl CM F Valor p
Modelo 0,01 9 0,00 3,48 0,0097
Tratamientos 0,01 9 0,00 3,48 0,0097
Error 0,00 20 0,00
Total 0,00 29

Test :Tukey Alfa: 0,05 DMS: 0,04448

Error: 0,0002 gl: 20
Tratamientos Mediasn

6,00 101 3 A

3,00 1,02 3 A

1,00 1,02 3 A B
4,00 1,03 3 A B
10,00 1,03 3 A B
5,00 1,03 3 A B
7,00 1,04 3 A B
9,00 1,05 3 A B
8,00 105 3 A B
2,00 106 3 B
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ANEXO No 5. ANALISIS ESTADISTICO PARA SOLIDOS INSOLUBLES EN SUSPENSI ON

Anédlisis de la varianza

Variable N R2 R2A] CV
SIS 30 0,77 0,67 2,68

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo IlI)

F.V. SC CM _ F Valor p
Modelo 60,19 9 6,69 7,40 0,0001
Tratamientos 60,19 9 6,69 7,40 0,0001
Error 18,08 20 0,90
Total 78,27 29

Test :Tukey Alfa: 0,05 DMS: 2,74926

Error: 0,9041 gl: 20
Tratamientos Mediasn

9,00 33,60 3 A

10,00 33,76 3 A

8,00 33,84 3 A

6,00 34,43 3 A B

3,00 35,50 3 A B C
7,00 35,60 3 A B C
4,00 36,15 3 A B C
5,00 36,67 3 B C
1,00 37,38 3 C
2,00 37,54 3 C

Letras distintas indican diferencias significatiyas=0,05)
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ANEXO No 6. MANUAL DEL INIAP: USO DEL EQUIPO PILOTO DE MICR OFILTRACION TANGENCIAL

a) Caracteristicas generales

- Material de construccion: acero inoxidable AISI 304 partes en tubo flexible de alta
presion.

- Mddulo de filtracion: adaptado para membranas ceasrde micro y ultrafiltracion de
marca Membralox® Modelo P-19-40.

- Superficie de filtracién instalada: 0,24.m

- Flujo de perneado méaximo con agua : 150'L.h

- Viscosidad méaxima de los fluidos a tratar: 1.500 cP

- Presion transmembranaria maxima: 10 bar.

- Rango de temperatura : 10 °C a 110 °C.

b) Operacion:

El objetivo es establecer la forma en la que seemddlevar a cabo las pruebas de

microfiltracion tangencial empleando el médulo, geenuestra en la tabla 1.

Tabla 1. Posiciones

VALVULAS | POSICIONA |POSICIONB | POSICION C
VAO1 Cerrada Cerrada Abierta
VA02 Cerrada Cerrada Abierta
VAO3 Cerrada Abierta Cerrada

c) Procedimiento de filtracion tangencial

- Acoplar el piloto a un tanque de alimentacion limgegun los estandares para la
industria de alimentos.

- Cerciorarse que el equipo esta en posicion A @véabla 1) y que el medidor de flujo
este en su posicion en la salida del permeado.

- Abrir VAO1 y colocar la manguera 1 en el tanquakimentacion.

- Llenar el tanque de alimentacion con la soluciditirar.
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Poner la manguera de succién en el tanque de rdahaién y llenar el circuito
poniendo la bomba de alimentacion (BE) en posi¢ioiN” y a una velocidad
promedia. Cerciorarse de la ausencia de burbujaairdeen el circuito alzando la
manguera flexible M 01 bien arriba del circuito.

Poner la bomba (BE) a velocidad 0. Cerrar la IM&1. Prender la bomba BC.

Poner el equipo en posicién B, abriendo la valwA®3 para dejar salir el perneado.
El momento de la apertura de VAO3 debe ser redstpr el computador como el
tiempo O del ensayo.

Aumentar paulatinamente la velocidad de BE de &2 dada 30 segundos hasta
alcanzar la presion transmembranaria deseada lpamaag/o.

Mediante ajustes en el flujo de agua en el intebtador de calor, ajustar
manualmente la temperatura del perneado al vatwadio.

Medir el volumen del perneado cada 5 minutos ygmos el ensayo en esta posicion
hasta alcanzar el FRV de consigna.

Una vez alcanzado el FRV de consigna, abrir lawtalnicrométrica VM para extraer
retenido y mantener el FRV de consigna segun famul

Cuando haya terminado el proceso de filtraciongapaodas las bombas y drenar
totalmente el circuito abriendo la valvula VAOl, YA y VAO3 y proceder

inmediatamente con el lavado del equipo.

d) Limpiezay sanitizacion

Inmediatamente después de cada ensayo, se delzarreal ciclo de lavado. Si por

una razon de fuerza mayor, el ciclo de lavado nedpuealizarse inmediatamente
después del ensayo, mantener el circuito llenoagpm limpia, hasta que el ciclo de
lavado pueda realizarse.

Poner la valvula VAO3 en la posicion alta del madykerrarla.

Una vez terminado el ensayo y drenado el produetaidcuito abriendo la valvula

VAO1, VAO2 y VAOQ3, llenar el circuito con las solooes cerrando las valvulas
VAO02 y VAO3 y dejando abierta la valvula VAOL.

Una vez el circuito lleno, apagar la bomba BE yndex la bomba BC. Cerciorarse

que exista una pequefia presion dentro del circ&tdos mandémetros marcan O,
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prender la bomba BE hasta que la presion de sallideenos marque 0,2 bar. Apagar
la bomba BE cuando la presion en el circuito eswalda.

Dejar recircular el tiempo definido a presién baja.

Una vez terminada la recirculacién a presién bafajr la valvula de salida del
perneado VAO3 y aumentar la velocidad de la bombaldnentacion (BE) hasta
alcanzar una presion de salida de aproximadamevae. 2

Cuando el tiempo haya terminado, drenar el equipasar la siguiente solucién segun

la tabla 2.
Tabla 2. Soluciones de limpieza
Sustancia Tiempo Temperatura Procedimiento Observagnes
. Equipo en posicién de recirculacion de retenido
Agua 10 min >50 °C
(Pe =0,2 bar)
Agua 20 min >50 °C Equipo en posicion de filtrac{Be = 2 bar)
Disoluciéon ) Equipo en posicién de recirculacién de retenido
20 min >50 °C
NaOH al 2 % (Pe =0,2 bar)
Disolucion 20 mi 50 °C Equi icién de filtracion ¢P2 bar)
min > uipo en posicion de filtracion ar
NaOH al 2 % auip P
. Equipo en posicidn de recirculacion de retenido
Agua 10 min >50 °C
(Pe =0 bar)
Verificar que el pH del
Agua 20 min >50°C Equipo en posicion de filtrac{Pe = 2 bar) | agua a la salida presente

un pH adecuado

HACER PRUEBA DE PERMEABILIDAD CON AGUA DESIONIZADASI (PARAR LAVADO), NO (PROSEGUIR)

Disolucion HNQ . Equipo en posicién de recirculacion de retenido
20 min >50 °C
all% (Pe =0,2 bar)
Disolucion HNQ . Equipo en posicién de filtracion (U =5 m/s, Pe
20 min >50 °C
all% =2 bar)
o ) Equipo en posicion de recirculacion de retenido
Agua desionizada 10 min >50 °C
(Pe =0,2 bar)
Verificar que el agua a Ig
o . . L . » salida sea pH 7.
Agua desionizada 20 min >50 °C Equipo en posicién de filtracion ¢P2 bar)

Hacer la prueba de

permeabilidad

HACER PRUEBA DE PERMEABILIDAD CON AGUA DESIONIZADA
SI (PARAR LAVADO), NO (PROSEGUIR)

Retirar el modulo de la membrana y cerciorarsemjugln canal este tapado. En caso positivo, seplarire comprimido los

canales y proseguir un nuevo ciclo de lavado.
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NOTAS

El agua a utilizar en las pruebas de permeabilidati procedimiento de lavado del
microfiltrador tangencial debe ser suavizada. Ndedee utilizar otro tipo de agua.

Por la naturaleza del equipo, no permitir que etmn@ funcione en ausencia de
materia prima o agua.

La membrana debe mantenerse siempre humeda, inclaswo el equipo ha sido
apagado. Si el equipo va estar mas de una semangai drenar el equipo y cerrar

todas las llaves.

f) Procedimiento de la prueba de permeabilidad dealmembrana al agua

Utilizando agua, realizar al menos cuatro deteroiames del flujo a diferentes
presiones de salida (Ps) entre 0,5 y 3 bar. Pésambver el botén de control de
velocidad de la bomba BE.

Cuando la presion es estabilizada, medir con uolepa el volumen de agua (V) que
se obtiene durante 30 segundos (t). Anotar la teatyr@ en el circuito (T) y la
presion de entrada (PE). Entre cada determinapgmmitir que la presion de entrada
se estabilice (alrededor de 3 minutos).

Calcular la permeabilidad de la siguiente manera pada presion:

Permeabildad= R
AlPtm

DondeR (L/h) = Flujode Agua=V/t

PTM (bar) = Presion Transmembranaria = (Pe)+# Ps

A (m?) = Area de la Membrana = 0,22 m

- Graficar el Flujo de Permeado ([Xm?) contra la Presién Transmembranaria.
Realizar la recta de mejor ajuste: Flujo = m.PTM.dendiente (m) corresponde al

valor de permeabilidad. Ef debe ser superior a 0,90 presente en la tabtpuyefi
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- Si el valor de permeabilidad obtenido es inferibrneenos 90 % del valor de
permeabilidad maxima (232 L['hm?bar’) se debe ejecutar de nuevo el

procedimiento de limpieza.

700
600 -

500 -

Jp ]
(L.ht.m2f! %0

300 ~

oy _ -1 -
200 | Permeabilidad = 232,38 L.h".m

100 -

0 T T T T
0 0.5 1 15 2 2.5

PTM
(bar)

Figura 1. Relacion entre la PTM y el Jp en la prueba de pebitidad del equipo piloto

con membrana de ceramica de %

Tabla 3. Prueba de permeabilidad del equipo piloto con manmdbde ceramica de 0,5

um

PE PS Flujo Ptm Jp
(bar) (bar) (mL/30 s) (bar) (L.h'tm?
0,58 0,56 240 0,57 130,91
1,07 1,28 460 1,18 250,91
1,56 1,98 720 1,77 392,73
2,06 2,70 1060 2,38 578,18
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ANEXO No 7. DIAGRAMAS DE LOS PARAMETROS DEL COLOR INSTRUMENTA L L, a, b, H

50 miuy palido
lari " palido
Claridad (L ]_I an )
et
I _
o~ o 7 o~ —Ursaceo viva
% T C— ———50 = apagado ———p— 1
. e e
‘m,______ S __'-_-,___'—-____ 4!: -
r:}- S . \ (B)
i 0
20 eCLND profundo
10 muy oscuro I
o

0 20 30 40 50 &0
—+ Cromaticidad

Fuente: Minolta, 1994



103

ANEXO No 8. EJEMPLOS DE CONDICIONES OPTIMAS PARA JUGOS DE FRUTA OBTENIDOS PO R
MICROFILTRACION TANGENCIAL (ESCALA LABORATORIO O PLANTA PILOTO)
Flujo de
TMP U T
J Memb . o FRV d Fuent
ugo embrana (bar) (ms?) °C) pern_wlea_zo uente
(Lh™m?)
Tubular Cerdmica Fukumoto
Manzana 0.1 mm 4.1 8 50 10 160-190 1998
Naranja, Tubular ceramica 20- Capanelli
limon 0,5-0,8 mm 0.5-4.0 05121 4o 1 10-60 1994
Plana con marco Chamchon
Mandarina polisulfona 0.9-1.9 1-3.5 25 1 40-70 9
1991
0,1-0,2 mm
o Tubular ceramica Jaeger 1998
Pifia 0.2 mm 1-5 1-4 30 1-3 52-60 ltoua 1991
Albaricoque Tubular ceramica 2 3 50 1 80 Hartet 1989
0,45 mm
Mango Tubular ceramica 1 4 20 5 55 Olle 1997
0,2 mm
Maracuya Tubular ceramica 15 7 36 3 50 Vaillant 1999
0,2 mm
Tubular ceramica 1.4- Yacelga 2007
Mora 0.2 mm 1.4-34 5 30 205 11.07-31.65 EPN
. Tubular ceramica Villareal 1999
Maracuya 0.2 mm 2.5 5 30 10-15 20-50 EPN
.. Tubular ceramica Mosquera
Naranijilla 0.2 mm 2 5 30 451 57-170 2008
’ EPN-INIAP
. Tubular ceramica Picho 2008
Granadilla 0.5 mm 2 5 30 7 50 EPN-INIAP
. Tubular ceramica Badillo 2008
Uvilla 0.5 mm 2 5 35 125 20.6 EPN-INIAP
. Tubular ceramica Laverde 2011
Araza 0.5 mm 3 5 40 5.39 175 EPN-INIAP













