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RESUMEN

Flores Vaca, F.E. 2012. Evaluacion de la accion enzimatica de Pectinex® Ultra SP-L en
tres tiempos de incubacién y dos diluciones para obtencion de jugo clarificado de
tamarindo (Tamarindus indica L.). Proyecto especial de graduacion del programa de
Ingenieria en Agroindustria Alimentaria, Escuela Agricola Panamericana, Zamorano.
Honduras. 34 p.

Tamarindo (Tamarindus indica L.), arbol tropical con frutos compuestos por 40% pulpa
que presenta beneficios para la salud debido a los componentes en su estructura. Sin
embargo, la presencia elevada de fibra en la pulpa impide su féacil procesamiento. Las
enzimas pectinasas catalizan la descomposicién de la pectina. El objetivo del estudio fue
evaluar tres tiempos de incubacion y dos diluciones (agua y pulpa) para la obtencion de
jugo clarificado de tamarindo. Se utilizaron dos proporciones de Agua:Pulpa (13:1y 21:1)
inoculadas con Pectinex® (0.1%) en 0, 2, 2.5 y 3 horas de incubacién (primera fase).
Posteriormente, se utilizaron dos proporciones de Agua:Pulpa (3:1 y 7:1) e incubacion de
0 y 3 horas. Se utiliz6 BCA con arreglo factorial y tres repeticiones en ambas fases. Se
realizaron analisis fisico—quimicos (pH, °Brix, viscosidad, color, turbidez, fenoles totales,
rendimiento), analisis sensorial y de costos. Los tratamientos de mayor concentracion de
pulpa y 3 horas de incubacion resultaron en la mayor extraccion de polifenoles y
rendimiento de jugo. Existid un incremento en la extraccién de polifenoles de 23%
(primera fase) y 20% (segunda fase) y un incremento promedio de 5 y 10.5% en el
rendimiento de jugo obtenido con tratamiento enzimatico en cada fase, respectivamente.
La turbidez, pH, °Brix y color se vieron afectados por la dilucion. El tratamiento
enzimatico elevo los costos variables en 65 y 73% para los tratamientos de la segunda
fase, respectivamente. Se debe evaluar estos resultados a escala industrial para determinar
su aplicabilidad para la Planta Hortofruticola.

Palabras clave: Extraccidn de jugo, pectina, pectinasa, polifenoles totales.
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1. INTRODUCCION

Hoy en dia la gente estd cada vez mas preocupada por su salud y por lo que come,
intentan medir sus porciones de alimentos en cada comida, beber abundante agua y hacer
deporte. La Organizacion Mundial de la Salud - OMS (2010) en sus reportes indica que es
mejor beber ocho vasos diarios de agua o comerse la fruta entera antes que tomar jugos a
los que se les ha agregado azlcar durante las comidas. Ademas, muchos de los nutrientes
y vitaminas de las frutas se pierden durante el proceso de elaboraciéon de jugos. Otra
tendencia es la innovacion en los métodos para preservar alimentos y més adn las frutas y
vegetales que se producen so6lo en ciertas temporadas.

Segin el Codex Alimentarius (2000), los jugos son liquidos sin fermentar pero
fermentables que se obtienen a partir de la parte comestible de frutas maduras, frescas y
mantenidas en buen estado. En ocasiones se preparan con semillas y pieles aunque pueden
generar sabores adicionales desagradables en el mismo. Por lo cual, se intenta prepararlos
mediante procedimientos controlados y adecuados para no afectar a las caracteristicas
fisicas, quimicas, organolépticas y nutricionales esenciales de los mismos.

Tamarindo (Tamarindus indica L.) es un arbol tropical y sus frutos son vainas marrones
parecidas a bolsas de 15 a 17 cm de largo, constituidas de una céscara dura de color café
(FAO 2006). Contienen de 1 a 10 semillas planas y ovaladas de 1 cm de longitud donde la
fibra es lo que las mantiene unidas (Parrota 1990). Especificamente, la semilla se
encuentra recubierta de la pulpa, la cual es muy acida en el caso de frutos jovenes debido
a la presencia de acido tartarico y malico. El fruto de tamarindo esta constituido por 20 a
30% de varias sustancias azucaradas y 18% corresponde a acidos organicos (acido
tartarico, malico y ascorbico) medidos en base seca del fruto. Donde el 25% del total del
fruto es agua y la pulpa constituye del 40 al 50% del peso de la vaina, ademas de que es
rico en sales minerales como magnesio, potasio, hierro y fésforo (Shiu-ying 2005).

Es posible aprovechar del tamarindo tanto la madera, hojas, flores, frutos y semillas, ya
que contienen gran valor nutricional y caracteristicas favorables que se pueden explotar
(Fraile et al. 2008). Sin embargo, lo que més se aprovecha es su fruto, compuesto por
aproximadamente 25% céascara, 40% pulpa y 35% de semilla (Gémez 2004). En el fruto
se encuentra una gran variedad de minerales siendo el potasio el que aumenta la diuresis
en las personas, la cual es utilizada como tratamiento y prevencién de los calculos renales
e infecciones urinarias (Diaz 2004). Por otro lado, las infusiones de las hojas del arbol de
tamarindo sirven como tratamiento para parasitos intestinales (Ronald 2007). Existen
investigaciones sobre los compuestos fitoquimicos como taninos presentes en la
pulpa(Parrota 1990), asi como también en las semillas en polvo (Lopez 2010) y en las
hojas de tamarindo (Rodriguez et al. 2010).



Ciertos zumos de otras frutas como por ejemplo de manzana, para ser preferidos por el
consumidor deben ser de aspecto cristalino (Panisello 2004). La separacion de solidos
insolubles de jugo pulposo, se puede efectuar con la ayuda de diferentes técnicas como
tratamientos enzimaticos, centrifugacion, decantacién y filtracién frontal (Ovando y
Wallszewsi 2005). Una alternativa para clarificarlos es la adicion de enzimas ademas que
ayudan a disminuir la viscosidad y aumentar el porcentaje de extraccion de jugo y mejorar
su sabor. La pectina y el almidon son considerados solidos insolubles causantes de la
turbidez en los jugos (Vaillant 2001). Para Victor (2005), uno de los problemas en su
estudio con vino de naranja fueron las particulas sedimentadas para lo usé pectinasas y
una capa filtrante de poros muy finos para no alterar la calidad sensorial del mismo.

Las enzimas pectinasas 0 pectinoliticas pueden producirse mediante microorganismos de
distintos grupos como hongos y levaduras, aunque las enzimas también se encuentran
naturalmente en frutas y vegetales (Yegres 2001). Principalmente, son enzimas de origen
microbiano (Aspergillus niger) que catalizan la descomposicion de la pectina es decir el
componente de la pared celular en las frutas (Rivera 2000). Las pectinasas se han utilizado
también en el proceso de elaboracion del vino desde la década de los sesenta, donde la
temperatura y pH 6ptimos de accion son de 45 a 55 °C y 4.5 a 5.5 respectivamente (Olson
2011). De acuerdo con Lopez et al. (2010), no todas las enzimas conocidas son utilizadas
en procesos a nivel industrial. Debido a que las enzimas actian a bajas concentraciones,
no son toxicas porque son especificas en su manera de actuar en un ambiente adecuado
para su correcto desempefio (Rivera 2005). Sin embargo, la obtencién y uso de las mismas
es lo que eleva los costos de produccion.

Pectinex® Ultra SP-L es una pectinasa que contiene principalmente poligalacturonasa,
pectinliasa y pectinesterasa, siendo capaz de romper sustancias pécticas vegetales,
producida por una cepa de Aspergillus aculeatus mediante fermentacion sumergida de
este microrganismo (Novozymes 2010). La pectina es un polisacarido compuesto de una
cadena linear de moléculas de &cido D-galacturdnico las que unidas constituyen el acido
poligalacturdnico, la cual al romperse cambia las caracteristicas de los alimentos (Food
info 2012). Para provocar la precipitacion de los coloides la pectinasa causa hidrolisis y
desestabilizacion (Novozymes 2010), ya que por medio de su accién rompe el enlace
glucosidico a (1,4) en el interior del polimero como en los extremos del mismo.

El presente estudio se enfocé en evaluar la accién enzimética de Pectinex® Ultra SP-L en
tres tiempos de incubacion y dos diluciones para obtener jugo clarificado de tamarindo
(Tamarindus indica L.) mediante los siguientes objetivos:

e Determinar el tiempo de incubacion mas eficiente para obtener jugo a partir de la
pulpa de tamarindo.

e Determinar las caracteristicas fisico—quimicas del jugo obtenido.

e Determinar la aceptacion sensorial de los tratamientos con mejores resultados en
analisis fisico-quimicos.

e Determinar los costos variables de los tratamientos con mejores resultados en analisis
fisico-quimicos.



2. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio fue dividido en dos partes debido a los resultados obtenidos de la
primera fase. Después de la prueba sensorial de aceptacion en la primera fase, se encontrd
necesario realizar una segunda fase para determinar el funcionamiento de la enzima a
mayores proporciones Agua:Pulpa. Los tratamientos que tuvieron mejores resultados en
los analisis fisico-quimicos fueron sometidos a la segunda fase del estudio donde también
se les realizaron los mismos analisis que a las muestras de la primera fase para determinar
el mejor tratamiento. Como complemento, se realiz6 un anélisis de costos variables para
los tratamientos evaluados en la segunda fase del estudio.

Preparacion de puré. La extraccion de la pulpa de tamarindo para las dos fases del
estudio se llevé a cabo en la Planta Hortofruticola de Zamorano (PHF). Las vainas de
fruto de tamarindo utilizado se encontraban con su cascara y semillas con un peso total de
25 Ib. Fue necesario descascarar una por una y luego fueron pesadas obteniendo 12.6 Ib de
pulpa que contenia fibra y semillas. Posteriormente, se dejo en remojo durante cuatro
horas a toda la pulpa en una relacion de peso 1:1 de agua y pulpa con semillas. Las
semillas y fibra fueron retiradas mediante presion manual y se desecharon, mientras la
pulpa extraida fue empacada en bolsas de 1 Ib cada una para mejor manejo de la misma,
con un total de 17.3 libras de pulpa extraida de tamarindo. Después de pruebas
preliminares, se determiné que la extraccion &ptima de jugo mediante procesos
enzimaticos, debia realizarse con pulpa libre de semillas ya que éstas podian generan un
sabor negativo en el producto final al ser licuadas para obtener la pulpa con la cual se
prepararia el jugo. La pulpa extraida fue almacenada en la Planta de Innovacion de
Alimentos de Zamorano (PIA) a -15 + 2 °C en el cuarto frio de congelacion mientras se
realizaban los experimentos.

Tratamiento enzimatico. La pulpa extraida de tamarindo fue descongelada a temperatura
ambiente (28 °C) para separarla en los distintos tratamientos en frascos de vidrio (con
tapa) de 200 mL. Los tratamientos fueron seleccionados mediante pruebas preliminares ya
que se observo que en medios mas diluidos existia mayor interaccion de la enzima con la
pulpa. Por lo cual, el presente estudio const6 de dos fases, donde la diferencia radicé en
las diluciones Agua:Pulpa para los analisis. En la primera fase, se utilizd una proporcion
de 13:1 (Agua:Pulpa) como la dilucién mas concentrada y 21:1 (Agua:Pulpa) como la
diluciébn menos concentrada evaluada. Cabe recalcar que éstas cantidades fueron
escogidas debido a facilidades de manejo para el estudio manteniendo condiciones
adecuadas del sustrato. Rastogi et al. (1998) aclara que la temperatura, pH, concentracion
de la enzima, tiempo de reaccion favorecen al grado de hidrolisis y efectividad del



proceso ya que se encuentran intimamente afectados por las condiciones del sustrato.
Otros estudios determinaron que en tratamientos enziméticos con incubacion méxima de 2
horas, 500 ppm de enzima fueron suficientes para obtener mayores extracciones en la
cuantificacion de polifenoles totales en puré de guayaba (Mack 2011).

Mediante pruebas preliminares se establecid para este estudio el empleo de 0.1% del
volumen total de la enzima comercial Pectinex® Ultra SP—L en cada tratamiento con
tiempos de incubacion de 0, 2, 2.5 y 3 horas para ambas diluciones. El tratamiento control
fue el expuesto a 0 horas y sin enzima pero aforado con 0.1% de agua para remplazar el
volumen que ocupa la enzima en los otros tratamientos (Cuadro 1). La pulpa con 0.1% de
enzima fue incubada a bafio maria con 100 mL del total de agua necesaria para el
tratamiento por facilidad de manejo para las posteriores actividades. A una temperatura de
50 £ 2 °C en el “Precision — 180 series water bath” del Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos de Zamorano (LMAZ).

Cuadro 1. Disefio experimental de tratamientos evaluados en la primera fase.

Incubaciones (horas)

Dilucién

(Agua:Pulpa) ot 2 ok 3
13:1 T?1 T2 T3 T4
21: 1 T5 T6 T7 T8

Tratamiento sin enzima ni incubacion. Tratamiento.

Para la segunda fase del estudio, de acuerdo con los resultados obtenidos en la primera
fase, se tomaron de cada dilucién el tratamiento que obtuvo mejores resultados con su
respectivo control pero con nuevas proporciones de Agua:Pulpa. Es decir, se evalu6 una
proporcion 3:1 (Agua:Pulpa) con un tratamiento control (sin enzima) y el mejor
tratamiento de la primera fase del estudio que resulté ser el de mayor tiempo de
incubacién de la enzima (3 horas). Contra una proporcion de 7:1 (Agua:Pulpa) y sus
respectivos dos mejores tratamientos de la primera fase (control y tratamiento de 3 horas
de incubacion) los cuales fueron sometidos a los mismos procedimientos y analisis fisico-
quimicos (Cuadro 2). Para la incubacion se utiliz6 una relacion de 1:1 (Agua:Pulpa) para
los tratamientos en ambas fases.

Cuadro 2. Disefo experimental de tratamientos segunda fase.

Dilucién Incubaciones (horas)
(Agua:Pulpa) of 3
3:1 T2 1 T2
7:1 T3 T4

Tratamiento sin enzima ni incubacion. “Tratamiento.



Filtracion. Una vez concluido el proceso de incubacion en la primera fase del estudio, las
muestras fueron filtradas mediante filtros elaborados con botellas de plastico de 600 mL
con picos dispensadores en la parte superior. Las medidas de las mismas fueron: 8 cm de
didmetro en la base, 13 ¢cm de alto, 3 cm de alto del pico y 2.5 cm de didmetro en el
mismo. Donde, se realizé un corte de la botella en la parte de la base para poder colocar
las mallas filtradoras. Primero, se colocd un pedazo de la capa interna de una mascarilla
de boca que segin Aerokyn (2012) su casa comercial, es de polipropileno no tejido sin
olor, sin fibra de vidrio y sin latex de 5 cm ancho x 7.5 cm de largo el cual fue sujetado
con la misma tapa. Luego, se colocd en el interior del pico algodon para cubrir la parte
interior del cuello de la botella. Finalmente, se colocd un circulo de 7 cm de radio de tela
para filtrado utilizada en la PHF para filtracion de vinagre, con un corte triangular desde
el radio hasta 2 cm en la circunferencia de la tela para mejor adaptacion a la botella. Al
culminar el tiempo de incubacion, en el Laboratorio de Analisis de Alimentos de
Zamorano (LAAZ), se procedio con el filtrado de los 100 mL de agua con pulpa y
enzima, mientras que el resto de agua se pasé por el filtro poco a poco con el objetivo de
realizar posteriores lavados a la pulpa incubada y se mezclé ligeramente para no desubicar
a las capas del mismo.

El mismo procedimiento fue realizado para las muestras de la segunda fase del estudio
donde con las otras partes de agua restantes, se realizaron los lavados a la pulpa incubada,
es decir se colocaron las dos partes de agua restantes para obtener la proporcién final de
3:1y las seis partes restantes de agua para obtener la proporcion final de 7:1.

Rendimiento del jugo. Se realizaron mediciones volumétricas de la cantidad de jugo
extraido a cada uno de los tratamientos luego de la incubacién y primer filtrado para las
muestras de ambas fases del estudio. Los datos fueron reportados en porcentaje
comparado con el volumen total de jugo extraido.

pH. El nivel de pH de los jugos filtrados de las dos fases del estudio fue medido en el
LMAZ mediante el potenciometro Thermo Scientific — Orion 5 Star, calibrado
diariamente con buffers de pH de 4.01, 7 y 10.01. Los resultados fueron reportados en
valores de pH.

Solidos solubles totales. Los sélidos solubles totales de las muestras de jugo de ambas
fases fueron medidos mediante el refractometro Atago, “Pocket” PAL — a con un rango de
0 a 80° Brix a 20 °C (AOAC 1997). Los resultados fueron reportados en porcentaje de
°Brix.

Viscosidad. A las muestras de ambas fases se les realizaron mediciones de viscosidad en
el LAAZ mediante el Redmetro Brookfield DV-III Ultra con el usillo 6 (LV1) a una
velocidad de 125 rpm a 22.35 £ 0.91 °C, en un beaker Pyrex con 600 mL de jugo de
tamarindo filtrado. Los resultados fueron reportados en Pa-s (pascal por segundo).



Polifenoles solubles totales. Los polifenoles solubles totales de las muestras de ambas
fases fueron medidos en el LAAZ por el método Folin-Ciocalteu explicado por Talcott
(2003) donde se emplearon soluciones Folin - Ciocalteu (FC) a 0.25 N y carbonato de
sodio (Na;CO3) a 1 M. Las muestras de jugo de tamarindo se diluyeron a 5X y se
colocaron 100 uL en tubos de ensayo de vidrio por duplicado para cada muestra, tomando
como blanco 100 pL de agua destilada con los reactivos antes mencionados. Luego, se
colocaron en cada tubo 500 pL de reactivo FC y se dejé reposar durante 3 minutos con
agitacion. Posteriormente, se adicion6 500 pL de carbonato de sodio a 1 M y se dejé
reposar durante 7 minutos. Finalmente, se completd el volumen con 3 mL de agua
destilada en cada tubo de ensayo dejandose reposar durante 45 minutos. Luego de este
periodo, se midio la absorbancia en el espectrofotdbmetro Spectronic 20 a una longitud de
onda de 726 nm. Se utilizé como curva estdndar &cido galico para cuantificar los fenoles
totales y se reportaron como mg/L (ppm) en equivalente de acido galico (EAG).

Color. Las mediciones de color de las muestras de jugo filtrado de ambas fases del
estudio, fueron realizadas en el LAAZ mediante Hunter L a b Colorflex. Los datos
reportados fueron de L, a, b. Donde L indica claridad con valores en un rango de 0 (negro)
— 100 (blanco perfecto). Para los valores de a el valor negativo corresponde al color verde
y cuando es positivo se refiere al color rojo dentro de un rango de -60 a 60. Para el valor b
cuando la medicion proporciona un dato negativo el color es azul y cuando el valor es
positivo corresponde al color amarillo, de igual manera con valores en un rango de -60 a
60.

Turbidez. Las mediciones de turbidez de las muestras de jugo de tamarindo de ambas
fases del estudio se realizaron en el LAAZ por medio del porcentaje de transmitancia en el
espectrofotometro Spectronic 20 a una longitud de onda de 650 nm con agua destilada
como blanco (Mack 2011). Los resultados fueron reportados en valores de absorbancia.

Coliformes fecales. Previo al analisis sensorial de la primera fase del estudio, se realizo el
método del ndmero méas probable (NMP) para determinar la presencia de coliformes
fecales que pudieron haber contaminado el agua que se utiliz6 en la preparacion del jugo
(FDA 2012) en el LMAZ. Debido a que los jugos presentan sustratos ideales para la
colonizacién de diversos microorganismos, era importante controlar la materia prima
hasta el producto final. Segun el Reglamento Técnico Centroamericano (2009), para
bebidas envasadas no carbonatadas, no pasteurizadas se presenta un limite maximo
permitido de Escherichia coli <3 NMP/ mL de muestra. Se emplearon tres diluciones que
permitieron tener un estimado sobre un rango de posibles conteos microbianos. Las
diluciones fueron: 10™, 102 y 10” por tubos triplicados con agua peptonada estéril con
sus respectivas campanas. Las muestras fueron incubadas durante 48 horas a 45 °C y se
contabilizo el namero de tubos con presencia de burbujas o turbidez.



Prueba sensorial exploratoria de aceptacion. Se realizd una prueba exploratoria de
aceptacion en el Laboratorio de Evaluacién Sensorial de Zamorano, mediante tres
sesiones con 30 panelistas no entrenados en cada una. La evaluacién fue realizada por
medio de una escala hedonica de nueve puntos donde “1” representaba “me desagrada
extremadamente” y “9” estuvo asignado a “me agrada extremadamente”. Se evaluaron los
atributos sensoriales: color, olor, viscosidad, acidez, sabor y aceptacion general. Se
tomaron los cuatro mejores tratamientos resultantes con respecto a los resultados de
andlisis fisico—quimicos de la primera fase del estudio (Cuadro 3). Es decir, dos
tratamientos de la dilucion mas concentrada (control y el mejor con tratamiento
enzimatico - 3 horas de incubacién) y lo mismo para la dilucion menos concentrada. Al
elaborar el jugo, se agregd azlcar (0.03 g/mL) a todos los tratamientos. Después de
pruebas preliminares se decidié no incrementar méas solidos solubles (°Brix) debido a que
lo que se deseaba evaluar era el sabor del tamarindo en si, mas no la dulzura del jugo. Se
observo que al llegar a 9 °Brix el sabor del tamarindo pas6 desapercibido ya que el sabor
del azlcar fue mas pronunciado. Ademas, al jugo ofrecido a los panelistas no fue
necesario agregarle agua para diluirlo mas después de lo que resulté de la filtracion.

Cuadro 3. Disefio experimental para analisis sensorial primera fase.

Dilucion Incubaciones (horas)
(Agua:Pulpa) o 3
13:1 T?1 T2
21:1 T3 T4

Tratamiento sin enzima ni incubacién. *Tratamiento.

Andlisis de costos variables. Se utilizaron los tratamientos de la segunda fase del estudio
para el andlisis de costos variables. Es decir, los tratamientos controles (sin enzimas) de
ambas diluciones contra los dos mejores tratamientos de mayor extraccion de polifenoles
solubles y mejor rendimiento de la primera fase del estudio.

Andlisis estadistico y disefio experimental. Se emplearon bloques completamente al
azar (BCA) con arreglo factorial de 2 x 4 con tres repeticiones para la primera fase del
estudio. Donde los factores evaluados fueron las dos proporciones de Agua:Pulpa (13:1y
21:1) con los cuatro distintos tiempos de incubacion (0 — control sin enzima, 2, 25y 3
horas). De tal manera que se contd con ocho tratamientos y tres repeticiones para un total
de 24 unidades experimentales. De la misma manera se empleé BCA para los tratamientos
de la segunda fase del estudio, con arreglo factorial de 2 x 2 con sus tres repeticiones. Es
decir, dos tratamientos de la proporcién 3:1 Agua:Pulpa (control y 3 horas de incubacién)
y dos tratamientos de la proporcién 7:1 (control y 3 horas de incubacién) para un total de
12 unidades experimentales. Los datos fueron analizados mediante analisis de varianza
(ANDEVA) con el programa estadistico “Statistical Analysis System” (SAS® v. 9.3) con
separacion de medias ajustadas Tukey (p<0.05) para determinar las diferencias
significativas entre los tratamientos del estudio.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

pH. Durante la primera fase se observaron diferencias significativas entre los tratamientos
de la dilucion mas concentrada contra los tratamientos de la dilucion menos concentrada
(Cuadro 4). Los tratamientos que contenian menor cantidad de pulpa en la dilucion,
fueron los que presentaron valores de pH mayores comparados con los valores de pH de
los tratamientos de la dilucion que contenia més pulpa. Esto sugiere que la enzima penetro
las paredes celulares de la pectina rompiéndolas y extrayendo la mayor cantidad de
componentes que en ella se encontraban, en este caso los acidos orgéanicos causaron
disminucion en sus valores de pH (Ledn y Rosero 2009). Sin embargo, a pesar de las
distintas diluciones, todos los tratamientos se mantuvieron en el mismo rango, ya que solo
hubo una disminucién maxima de 1.97% en los valores de pH donde el maximo fue 3.05
y el minimo 2.99. Mediante pruebas de laboratorio, al homogenizar pulpa de tamarindo
con agua el pH oscila entre 2 y 4. Este efecto causé una ligera diferencia entre los
tratamientos més diluidos contra los menos diluidos, ademés de que el factor dilucion fue
determinante para encontrar diferencias entre los tratamientos (P<0.05). Este
comportamiento concuerda con estudios realizados a la pulpa de tamarindo donde las
caracteristicas fisico—quimicas del mismo como pH, °Brix, acidez, entre otras, no se
vieron afectadas al aplicarse un tratamiento enzimatico para la extraccion de jugo
(Gorocica y Rivera 2011).

Sélidos solubles totales. En cuanto a los sélidos solubles presentes en los jugos de
tamarindo de la primera fase, se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos (Cuadro 4). Se observé que la dilucién fue un factor importante en la
cuantificacién de sélidos solubles ya que en la dilucion con menos cantidad de pulpa hubo
entre 25 a 45% menos de éstos compuestos comparados con los cuantificados en la
dilucion més concentrada. Adicionalmente, los valores de los tratamientos de la dilucién
mas concentrada solo variaron 7.5% entre ellos, mientras que entre los valores de la
dilucion menos concentrada variaron un 26.5% entre ellos. Los tratamientos de la dilucion
mas concentrada contaron con mayores Vvalores de °Brix comparados contra los
tratamientos de menor concentracion. Esto fue debido a que hubo mayor migracién de
solidos al agua gracias a la presencia de mayor cantidad de pulpa inicial de la cual se
pudieron extraer mas componentes. Das et al. (1994) comenté que las pectinasas
solubilizan la pectina lo cual causa el aumento de sélidos solubles ademas de que también
las paredes de las células que contienen jugo se ablandan asi como el tejido de la pulpa y
aumenta la extraccién de jugo. Esto fue atribuido a la cantidad de pulpa inicial que se
coloco en la dilucion, lo cual aumento el conteo final de solidos solubles, en cada dilucion
los mejores tratamientos fueron los de tratamiento enziméatico a 3 horas de incubacion
(tratamiento 4 y tratamiento 8).



Cuadro 4. Efecto de tratamientos enzimaticos en analisis fisico—quimicos de jugo de tamarindo primera fase.

Dilucion Tiempo de H Sélidos Solubles Turbidez Viscosidad Fenoles Totales
T (Agua:Pulpa) incubacion P (% °Brix) (abs) (Pa-s) (mg/L EAG?)
' (horas)
Media + D.E.2 Media = D.E. Media = D.E. Media = D.E. Media = D.E.
1 0.0* 3.00 + 0.028¢° 2.67 +0.12* 0.05+0.003°  0.00488 +0.21° 3550 + 43.0°
2 131 2.0 3.00 + 0.058¢ 2.47 +0.158 0.05+0.002°  0.00493 +0.28" 3740 + 80.18
3 ' 25 3.00 + 0.02B¢ 2.47 +0.158 0.06 £ 0.0058  0.00506 + 0.08" 3700 + 95.55
4 3.0 2.99 +0.02¢ 2.67 +0.15" 0.08 £ 0.002*  0.00499 +0.18" 4060 + 113"
AB D D A F
5 0.0 3.03+0.03 1.70 £0.10 0.04 + 0.004 0.00495 + 0.22 2210 + 42.9
6 ", 2.0 3.05 + 0.04" 1.47 +0.06° 0.05+ 0.002°°®  0.00504 + 0.21" 2760 + 69.6°
7 ' 25 3.02 + 0.05"8 1.73 +0.15° 0.06 + 0.005° 0.00500 + 0.15" 2650 + 70.65
8 3.0 3.02 + 0.03"8¢ 2.00 + 0.10° 0.08 + 0.003" 0.00497 +0.23* 2840 + 18.4°
CV® (%) 0.68 5.20 5.01 2.33 2.79

"Tratamiento. “Equivalentes en 4cido galico. *Desviacion estandar. “Tratamiento sin enzima ni incubacién. *Medias con letras distintas en una misma columna
indican diferencias significativas (P<0.05). °Coeficiente de variacion.
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El comportamiento de los sélidos solubles se asemeja a otros estudios donde a puré y
jugo de tamarindo se les aplico tratamiento enzimatico y presentaron mayores cantidades
de solidos solubles debido a que la enzima rompid la pectina y la dejo en suspension
mediante el proceso de extraccién (Goémez 2004). La cantidad de soélidos solubles
dependio de la dilucion y del tiempo de incubacion (P<0.01). Al no encontrarse que
diferencias significativas entre los tratamientos controles y de mayor tiempo de
incubacion en ambas diluciones fue necesario abocarse a otro tipo de analisis para
determinar el mejor tratamiento.

Turbidez. Los valores de turbidez permitieron tener un reflejo del grado de transparencia
que presenta el agua por las particulas en suspensién (Cuadro 4). Se encontraron
diferencias significativas entre diluciones y también entre tratamientos. Se observo en
ambas diluciones un comportamiento similar donde a mayor tiempo de incubacién mayor
valor de absorbancia. En ambas diluciones se encontraron incremento en los valores de
absorbancia a mayor tiempo de incubacion, 38% dilucion mas concentrada y 50%
diluciébn menos concentrada. La turbidez puede ser usada para proporcionar una
estimacion de la concentracion de solidos totales en suspension (Lenntech 2011). EI factor
tiempo de incubacion fue el que causé diferencias entre los tratamientos (P<0.01). Fue
clave en el anélisis de turbidez debido a que a menor concentracion inicial de pulpa,
menores valores de absorbancia relacionando con menor cantidad de sélidos en el jugo.

Viscosidad. Con respecto a los valores de viscosidad de los distintos tratamientos de la
primera fase del estudio (Cuadro 4), no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos ni entre diluciones. Pero si se observaron diferencias
numéricas donde los valores de viscosidad reportados, variaron maximo 3.6% entre ellos
pero no causaron diferencias significativas. Se determiné el comportamiento de un fluido
newtoniano ya que se observO que la viscosidad permanecio constante para cualquier
velocidad de deformacién aplicada lo cual es una caracteristica principal de éste tipo de
fluido (Gonzalez 2009). Es decir, la enzima aplicada rompié los enlaces entre los
polisacaridos que componen la pectina reduciendo la viscosidad. La filtracion también
jugé un papel muy importante ya que incluso los tratamientos controles (sin enzima)
presentaron viscosidad similar a los tratamientos a los que se les aplicé enzima. En casos
como puré de manzana, Carvajal (2007) observé con enzimas aplicadas que una mezcla
de enzimas de 200 ppm Pectinex® 3X L con 400 ppm Pectinex® SP-L fue el mejor
tratamiento ya que disminuy0 la viscosidad inicial en un 95.2% después del tratamiento
enzimatico a 40 °C por 90 minutos; ya que éstas, degradaron pectinas, celulosas y
hemicelulosas que conforman las paredes celulares. La viscosidad se ve intimamente
relacionada a la pectina en el medio acido (Victor 2006) y al haber filtrado y retirado la
pulpa se elimind casi en su totalidad los solutos que podian haberse quedado flotando en
el solvente causando un incremento en la viscosidad del jugo de tamarindo.

Polifenoles solubles totales. El conteo de polifenoles solubles de los tratamientos de la
primera fase incrementd notoriamente a medida que se aumento el tiempo de incubacion
de la enzima (Cuadro 4), el patron fue el mismo independientemente del tipo de dilucion
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que se empled. A mayor tiempo de incubacién mayor extraccion de polifenoles de la
pulpa de tamarindo observandose la mayor cuantificacion para los tratamientos incubados
mayor tiempo (3 horas), en ambas diluciones. Mack (2011) obtuvo en su estudio que a
menos de 2 horas de incubacion no se encontraron diferencias significativas contra el
control al aplicar la enzima pectinasa a muestras diluidas de puré de guayaba. Los demas
andlisis fisico-quimicos ayudaron a analizar factores que favorables en las caracteristicas
sensoriales del jugo. El conteo de los polifenoles solubles dentro de una solucion fue el
que ayudo a determinar el correcto funcionamiento de la enzima en el jugo de tamarindo.
Una ligera variacion en la lectura de los mismos, generé6 un cambio notorio en la
proporcion de los polifenoles totales extraidos.

La accion de la enzima en la diluciobn més concentrada a mayor tiempo de incubacion
permitio extraer 23% mas de polifenoles solubles totales que el control, mientras que en
con la dilucién menos concentrada aumenté 29%. Al momento de comparar entre los
mejores tratamientos de cada dilucion, el tratamiento 4 de la dilucion méas concentrada
presentd 30% méas de polifenoles que el mejor tratamiento de la diluciébn menos
concentrada (tratamiento 8). El factor dilucién, tiempo de incubacién y la interaccion de
los mismos fueron significativamente clave en la cuantificacion (P<0.01). El tratamiento 4
resultd ser el de mayor conteo de polifenoles (mayor tiempo de incubacion en la dilucion
mas concentrada) ya que a mayor presencia de pulpa existié mayor posibilidad de extraer
los polifenoles solubles totales por medio de la enzima. Pero como se menciono
anteriormente el patron fue el mismo en los tratamientos incubados de ambas diluciones
ya que la enzima logré romper la pared celular y extraer mayor cantidad de compuestos
que se encontraban atrapados en ella. En ciertos andlisis no fue posible observar
diferencias significativas entre tratamientos debido a la accion de la enzima ya que los
componentes se encuentran en pequefias cantidades, como en pH, viscosidad y °Brix.
Mientras que en el caso de polifenoles totales una ligera variacién en la cuantificacion de
los mismos, generd un incremento en el conteo final. A pesar de que éstos compuestos se
encontraron en minimas cantidades junto con otros &cidos organicos, fueron los
encargados de generar un perfil de sabor, color, olor caracteristico de un jugo normal con

pulpa.

Uno de los factores mas importantes en el estudio fue la extraccion de los polifenoles
atrapados en la pared celular de la pulpa de tamarindo mediante la enzima pectinasa ya
que éstos compuestos son benéficos para la salud (Anusic 2011). Los polifenoles no son
considerados “nutrientes” ya que no se les ha determinado una funcidon conocida en la
nutricion pero tienen propiedades antioxidantes, anticarcinogénicas y antinflamatorias.
Probablemente no son absorbidos a nivel de la luz intestinal, se concentran a nivel del
ileon o del intestino grueso donde pueden ejercer interacciones beneficiosas con las
células de la mucosa del intestino distal (Casares 2010). Considerando que, los polifenoles
son importantes en la reduccion de la incidencia de arteriosclerosis, promocion de
tumores, carcinogénesis conocidas como enfermedades crénicas (Universidad de
Barcelona 2011). Los fenoles en las plantas son estructuras mas complejas (ligninas) que
se encuentran reforzando la pared celular, los flavonoides e isoflavonoides en la mayoria
de las plantas principalmente se encuentran unidos a azucares (Anusic 2011).
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Los polifenoles actdan como antioxidantes atrapando los radicales libres que se
encuentran en el cuerpo humano donde el &cido galico funciona como patrén para la
cuantificacion de los mismos (Mufioz et al. 2007). Los polifenoles son subdivididos
en taninos hidrolizables, que son polimeros heterogéneos hidrolizados con mas facilidad,
formados por &cidos fendlicos (ésteres de &cido galico), glucosa y otros azucares
(Rodriguez et al. 2011). Es por esto que al haber hidrolizado la pulpa de tamarindo con
agua purificada se logré extraer mayor cantidad de polifenoles sin necesidad de aplicar
alcoholes o sustancias quimicas méas fuertes. EI método usado en el estudio mediante el
reactivo Folin Ciocalteu, permitié que el mismo reaccionara con los compuestos fenolicos
para luego ser cuantificados mediante espectrofotometria y curvas de &cido galico (Sigma
2012). La cuantificacion resultante en el analisis permitié observar que la enzima
funciond eficientemente extrayendo los polifenoles presentes en la pulpa de tamarindo.
Sin embargo, investigaciones han demostrado que existe una fraccion de polifenoles no
extraibles en las frutas que no son cuantificadas, superando la cuantificacién de la
fraccion extraible hasta en cinco veces (Arranz et al. 2009).

Color. Con respecto a los resultados de color de los tratamientos de la primera fase del
estudio (Cuadro 5), se observo que de acuerdo con la variable L (luminosidad) existieron
diferencias significativas entre los tratamientos. Se observo que los tratamientos controles
en ambas diluciones fueron los que tendian a luminosidad cercana a la del agua (67.6 +
0.07) por encontrarse con menor extraccion de compuestos disueltos en el medio. Ademas
se observd que a mayor tiempo de incubacion menor valor L es decir menos luminoso y
mas opaco. Esto puede atribuirse a la cantidad de sélidos extraidos mediante la accidn
enzimatica. Los valores L de ambas diluciones disminuyeron 7.4% promedio entre los
tratamientos controles y de mayor tiempo de incubacién. La variable b también fue
importante ya que su escala se encuentra entre azul y amarillo. Se observé que a mayor
tiempo de incubacion mayor valor b es decir colores mas amarillos. El tratamiento con
mayor tiempo de incubacion fue 43% mas amarillo que el control en la dilucion mas
concentrada. Mientras que para la dilucidn menos concentrada, el tratamiento de mayor
tiempo de incubacion resultdé 14% mas amarillo que el tratamiento control. Esto se
atribuy6 a la mayor concentracion de colores extraidos mediante la accién enzimatica. La
aplicacién de enzimas pectinasas permite la extraccion de compuestos que son los
encargados de otorgar colores al jugo de tamarindo (taninos) atrapados en la pared celular
de la pulpa (Universidad de Barcelona 2011). En general se observd que a mayor
concentracion inicial de pulpa y mayor tiempo de incubacion mas intenso fue el color en
el jugo. Donde, el factor dilucion para la variable L y b fue determinante en el estudio
(P<0.01) como también para la variable. Segin Cardona (2005), en su estudio realizado
con pectinasas y celulasas en acai (Euterpe oleracea Mart.), el tratamiento mezclando dos
tipos de enzimas en una cantidad de 50 U/mL logro extraer el jugo sin dafiar el color del
mismo. En el presente estudio, la accion y presencia de la enzima no causo efectos
desfavorables sino que atribuyé caracteristicas apropiadas para el jugo filtrado.
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Cuadro 5. Efecto de tratamientos enzimaticos en analisis de color en jugo de tamarindo primera fase.

o . . ., Color
T Dilucién Tiempo de incubacion L a b
(Agua:Pulpa) (horas) Media + D.E.? Media + D.E. Media + D.E.
1 0.0° 60.6 + 0.08°* -1.47 +0.07° 10.8 + 0.08°
2 131 2.0 59.2 +0.14" 0.30+0.13° 16.7 + 0.16¢
3 ' 2.5 59.1 + 0.07" -0.54 + 0.15° 18.5 +0.12°
4 3.0 56.2 +0.11° 0.63+0.12"* 18.8 +0.11*
5 0.0 64.7 + 0.07% -0.76 + 0.09" 13.0 +0.11°
6 011 2.0 62.1 + 0.05° -0.69 + 0.04° 13.3+0.11°
7 ' 2.5 62.0 + 0.07¢ -0.76 + 0.09° 14.6 + 0.04F
8 3.0 59.8 + 0.06° -0.45 + 0.06° 15.1 +0.07°
CV° (%) 0.11 0.11 0.47

"Tratamiento. “Desviacion estandar. “Tratamiento sin enzima ni incubacion. “Medias con letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas
(P<0.05). °Coeficiente de variacion.
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Coliformes fecales. De acuerdo con el conteo de coliformes fecales a las muestras de los
tratamientos que fueron llevados a pruebas sensoriales de aceptacion, se observo que no
existié presencia de los mismos. No se encontro presencia de turbidez ni gas en los tubos
de las distintas diluciones reportdndose como <3 NMP/ mL de muestra (Cuadro 6), es
decir que el jugo de tamarindo estuvo en éptimas condiciones para el consumo humano.
El método de NMP asume que las bacterias estan distribuidas en la muestra, las cuales
pueden producir un crecimiento detectable (FDA 2012). Segun publicaciones revisadas,
Ramis (1996), indica que las aguas superficiales son las principalmente afectadas debido a
la contaminacion microbiana donde las baterias patdgenas se propagan. Ademas, cada vez
es més dificil disponer de agua con las caracteristicas favorables para consumo por la
contaminacion de la misma ya que ciertos microorganismos que al eliminarse por las
heces y orina de enfermos portadores tienen la mayor probabilidad de contaminarla (Avila
y Fonseca 2008).

Cuadro 6. Coliformes fecales (NMP) en jugo de tamarindo para andlisis sensorial.

1 Dilucion Incubacion 1 2 3
T (Agua:Pulpa) (horas) 10 10 10
0? 0 0 0
13:1
3 0 0 0
3 0 0 0 0
21:1
4 3 0 0 0
REPORTE <3 NMP? /mL
LIMITE DE CONFIRMACION BAJO: indeterminado ALTO: 9.5

Tratamiento. “Control: sin inoculacién de enzima. *Nimero mas probable permitido.

Rendimiento del jugo. Se observaron incrementos en los rendimientos de los
tratamientos analizados en la prueba sensorial ya que el aplicar el tratamiento enzimatico
antes de la filtracion permitio obtener mejores resultados (Figura 1). Las enzimas no sélo
solubilizaron la pared celular para extraer mas sélidos solubles sino que también
aumentaron la extraccion de jugo que se encontraba atrapado en la pectina. Leon y Rosero
(2009), sefialan que ciertas mezclas de enzimas generan incrementos en rendimientos del
5 al 15% comparados con los que no cuentan con ningun tipo de enzima. Con respecto a
la dilucion més concentrada se observo que mediante proceso enzimatico se logro obtener
4.9% mas de extraccion de jugo. Mientras que para la dilucion menos concentrada se
logro obtener 5.2% mas de extraccion. En general se observa el mismo comportamiento
ya que los tratamientos inoculados con enzima e incubados fueron los que presentaron
mejores rendimientos. El tratamiento 4 fue el de mejor rendimiento pero no el de mejores
caracteristicas sensoriales ni fisico-quimicas comparado con el tratamiento 2 que
inicialmente cont6 con mayor cantidad de pulpa de la cual se extrajeron mas componentes
gue otorgaron mejores caracteristicas en el jugo. Con respecto a los factores dilucion y
tiempo de incubacion si causaron diferencias significativas entre los tratamientos es decir
fueron factores importantes en el calculo de rendimiento (P<0.01).
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Figura 1. Rendimiento de los tratamientos evaluados en la prueba sensorial primera fase.

Prueba sensorial exploratoria de aceptacién. Mediante pruebas preliminares se
determind que el jugo de tamarindo de los tratamientos de la primera fase que fueron
escogidos para ser sometidos a pruebas sensoriales con °Brix tan bajos podia causar una
percepcion distinta de lo que se queria evaluar. Por lo cual, fue necesario explicar a los
panelistas que la intension no era evaluar la dulzura del jugo sino el sabor del tamarindo y
de tal manera evitar sesgo en los panelistas no entrenados. Para la variable color (Cuadro
7), los panelistas asignaron valores mas altos a los tratamientos de mayor concentracion y
mediante analisis estadistico se observo que hubieron diferencias significativas en los
valores que los panelistas asignaron a cada tratamiento.

También, para la variable olor se encontraron diferencias significativas, donde los
panelistas asignaron valores menores al tratamiento 4 (con enzima y 3 horas de
incubacion) de la dilucion menos concentrada como el tratamiento de olor distinto
comparado con los otros tres tratamientos evaluados. Sin embargo, ésto puede ser
atribuido a que el tratamiento 4 se encontraba mayormente diluido comparado con los
tratamientos de la dilucion mas concentrada. Por otro lado, para la variable viscosidad se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos, resultando los tratamientos
de mayor tiempo de incubacion de ambas diluciones, con valores mayores asignados por
los panelistas de ésos dos tratamientos comparados con los controles (sin incubacion).
Esta percepcion pudo ser un poco variada debido a que los panelistas asociaron viscosidad
con la variable color. A medida que el jugo fue incubado como se ha mencionado
anteriormente, fue posible extraer mayor cantidad de compuestos que generan olores y
colores lo cual los panelistas pudieron haber asociado como mayormente viscoso. Sin
embargo, mediante analisis fisico—quimicos se determind que no existieron diferencias
significativas entre los tratamientos. Con respecto a la acidez de las muestras evaluadas,
se encontraron diferencias significativas entre cada dilucion, donde los panelistas
asignaron mayores valores a las muestras de los tratamientos de la dilucion mas
concentrada debido a que contenian mayor cantidad de pulpa de la cual que se extrajo
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Cuadro 7. Resultados de prueba sensorial exploratoria y rendimiento de jugo de tamarindo primera fase.

1 Dilucién _Tlempo_gle Color Olor Viscosidad Acidez Sabor Aceptacion
T (Agua:Pulpa) incubacion General
(horas)  Media+D.E2 MediazD.E. MediaxD.E. Media+D.E. Media+D.E. Mediaz+D.E.
1 131 0.0° 591+150%% 584+142" 594+146"%® 596+159"® 6.14+158" 6.28 +1.44"°
' A A A A A A
2 3.0 6.73+ 1.60 5.67 + 1.53 6.11 +1.49 6.15 + 1.64 6.14+1.75" 6.78+1.51
2111 0.0 483 +1.79° 557+173"® 579+178"® 574+171® 539+208% 570+1.815€
' 3.0 5.08 +1.71°¢ 5.11 + 1.69°5 551+1.66% 561+171% 524+188% 547+1.75°
CV° (%) 20.44 28.88 27.44 28.22 31.92 34.07

Tratamiento. “Desviacion estandar. “Tratamiento sin enzima ni incubacién. “Medias con letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas
(P<0.05). °Coeficiente de variacion.

o 40 36.08 37.25
3 35 6.47 33.02 32.02 Dilucién 1 (13:1)
% 30 5.70 5.47 T1 control
S ' 6.14 - 6.13 |  ——— e T2 3 horas de incubacion
S 25 iz ' P o3 1539 1 1524
S 20 5.96 § ==t is574] (561 Dilucion 2 (21:1)
g B [ 5% ol 5.79 S o
. . : : . oras de incubacion
& 0 i584: 156U IEET ISI
S 5.91 6.73 4831 [ 508 |
i
g T1 T2 T3 T4
Tratamiento
Ocolor itolor Oviscosidad Wacidez Tsabor Eaceptacion general

Figura 2. Sumatoria resultados prueba sensorial de aceptacion primera fase.



17

mayor cantidad de &cidos. También, para la variable sabor de las muestras evaluadas se
encontraron diferencias significativas, donde los panelistas prefirieron las muestras de los
tratamientos de mayor concentracion de pulpa. Es decir que a mayor concentracion de
pulpa inicial se extrajeron mayor cantidad de sabores agradables para los panelistas.
Mientras que para la variable aceptacion general también se encontraron diferencias
significativas, se observd que el tratamiento inoculado con enzima de la dilucion mas
concentrada fue el mejor evaluado con un valor de “6 — me gusta poco” en la escala
heddnica. Mientras que el tratamiento inoculado con la enzima pero de la dilucion menos
concentrada fue el evaluado con menores valores por los panelistas. Todos estos factores
se vieron afectados debido a las muestras muy diluidas. En general se observé que la
variable dilucion fue la que causé diferencias significativas entre los tratamientos
analizados por los panelistas (P<0.05).

De acuerdo con la sumatoria de los valores que los panelistas asignaron en cada factor
evaluado el tratamiento de la dilucion méas concentrada y con enzima fue el tratamiento
preferido por los panelistas (Figura 2). Esto se atribuyé a que fue el tratamiento con
mayor concentracion de pulpa inicial de la cual fue posible extraer mayor cantidad de
compuestos atrapados en la pulpa como se ha venido discutiendo anteriormente. Los
cuales le dieron al jugo mejores caracteristicas sensoriales haciéndolo preferido para los
panelistas. En general los tratamientos de la dilucion mas concentrada fueron los mejores
evaluados por los panelistas ya que les asignaron mejores puntuaciones a los mismos.

Segunda fase. La segunda fase del estudio se realizé debido a los resultados obtenidos en
la primera fase y mas especificamente en la prueba sensorial de aceptacion ya que se
obtuvieron comentarios y sugerencias en las boletas de que el jugo necesitaba mayor
concentracion. Para lo cual, se tomaron los mismos tratamientos utilizados en la prueba
sensorial de aceptacion (un control sin inoculacion de enzima y 3 horas de incubacion con
inoculacion de enzima) con la diferencia de que se utilizd una mayor relacion de
Agua:Pulpa. Como dilucion 1 se tom6 una relacion 3:1 (Agua:Pulpa) y como dilucion 2
se empled 7:1 (Agua:Pulpa). Las cuales manteniendo el proceso de incubacion vy filtracion
igual que en la primera fase fueron sometidas a los mismos analisis fisico—quimicos. Las
muestras fueron incubadas en una proporcion de 1:1 (Agua:Pulpa) y los controles (sin
incubacién) también en la misma proporcion para su primer filtrado.

Rendimiento. Después de la incubacion y filtracién de cada tratamiento, el jugo filtrado
fue medido volumétricamente. Se encontraron diferencias significativas entre diluciones y
entre cada tratamiento (Cuadro 8). Fue necesario considerar la densidad de la pulpa de
tamarindo (1.19 g/ mL) para cuantificar la cantidad de agua que la pulpa aporta aparte del
agua purificada que se agrego. Se observo que los tratamientos con mejores rendimientos
fueron los inoculados con enzimas en cada dilucion pero el tratamiento 4 fue el de mayor
rendimiento (dilucion 2 con 3 horas de incubacion). Aunque el tratamiento 2 (dilucion 1
con 3 horas de incubacion) fue el mejor en la dilucion mas concentrada y no se
encontraron diferencias significativas entre éstos. En la dilucion méas concentrada se logrd
obtener un incremento del 10% en rendimiento. Mientras que en la dilucion menos
concentrada se obtuvo un incremento de 9% entre tratamientos. La enzima se encargo de
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romper la pectina y liberar los compuestos que se encontraban atrapados en la misma. Al
no encontrarse diferencias significativas entre los tratamientos con enzima de ambas
diluciones fue necesario abocarse a los analisis fisico—quimicos para determinar el mejor
tratamiento. Considerando que el tratamiento 2 contenia mayor proporcion inicial de
pulpa de la cual se pudo extraer mayor cantidad de agua y compuestos. Como fue en el
caso de la filtracion que el tratamiento 2 inicié con 768 mL de pulpa + agua purificada de
la cual se obtuvo 684 mL de jugo clarificado (89%). Mientras que del tratamiento 4 se
conto inicialmente con 673 mL y se obtuvo 605 mL (90%). Las variables que afectaron
entre los tratamientos fueron la dilucion y el tiempo de incubacion.

pH. De acuerdo con los valores de pH de las muestras analizadas se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (Cuadro 8). En general,
los tratamientos de la dilucion 1 presentaron valores de pH menores (mas acidos)
comparados con los de los tratamientos de la dilucion 2. Esto fue debido a que los
tratamientos de la dilucion 1 contenian mayor cantidad de pulpa de tamarindo, de la cual
fue posible extraer mayor cantidad de acidos atrapados en la pared celular. Por otro lado,
se observo que el tratamiento con inoculacion de enzima en cada una de las diluciones,
presentd valores de pH mayores a los controles en ambos casos. Este fue un
comportamiento totalmente opuesto al observado en la primera fase del estudio, el cual
fue atribuido a que en el tratamiento con inoculacion de la enzima se obtuvo mayor
cantidad de jugo (mayor rendimiento). Se atribuyé ese comportamiento al valor de pH del
agua purificada utilizada (7.74) ocasionando que el jugo en general fuera menos &cido al
encontrarse mayormente diluido.

A pesar de que la variacion fue minima en cada dilucidn, causé diferencias significativas.
El inoculado con enzima con respecto al control de la dilucién 1 presenté un incremento
de 2.88% en valores de pH. Mientras que en la dilucién 2, el tratamiento con enzima
presentd un incremento de 2.07% comparado con el control Es decir el comportamiento
fue el mismo independientemente de las diluciones ya que en ambos casos los
tratamientos con incubacion fueron los de mejores rendimientos. Sin embargo, el
tratamiento 2 presentd valores de pH mas bajos en un 4.5% contra el tratamiento 4 es
decir fue més acido debido a la cantidad de pulpa inicial y a los componentes que se
lograron extraer de la misma. Las variables que mas afectaron en la evaluacion del pH de
las muestras fueron dilucion y tiempo de incubacién (P<0.01).

Solidos solubles. Los resultados de las mediciones a cada tratamiento de sélidos solubles
determinaron que existieron diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadro 8).
Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos de la dilucién 1 mientras
que no se encontraron diferencias significativas para los tratamientos de la dilucion 2.
Hubo una disminucion del 6.55% de solidos solubles en el tratamiento con enzima
comparado con el control que causo diferencias significativas. Nuevamente, como en el
caso de los valores de pH, se encontré que a mayor extraccion de jugo a partir de la pulpa
(mayor rendimiento) menor cantidad de solidos solubles. Debido a que los compuestos
extraidos mediante el proceso enzimatico se encontraban en un medio mas diluido ya que
aumento también la cantidad de agua extraida. El tratamiento con enzima en la dilucion
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Cuadro 8. Efecto de tratamientos enzimaticos en analisis fisico—quimicos de jugo de tamarindo segunda fase.

Dilucion Tiempo de Rendimiento H Solidos Solubles Turbidez Viscosidad
T (Agua:Pulpa) incubacion (%) P (% °Brix) (abs) (Pa-s)
gua-Fulp (horas) Media+ D.E>.  MediatD.E.  Media+D.E.  MediatD.E.  Media+ D.E.
1 31 0° 78.7+0.67°*  2.69+0.02° 8.70 + 0.20" 0.13 +0.01° 0.00487 + 0.02"®
2 ' 3 88.8 + 0.69" 2.77 +0.01°¢ 8.13+0.23° 0.15 + 0.01° 0.00489 + 0.13*
3 71 0 81.0 + 0.748 2.84 +0.018 4,18 +0.10° 0.07 £ 0.01° 0.00474 + 0.045¢
4 ' 3 89.8 + 0.54" 2.90 + 0.02 3.87 + 0.06° 0.11 +£ 0.02° 0.00469 + 0.02°
CV° (%) 0.85 3.63 2.95 10.87 1.41

"Tratamiento. “Desviacion estandar. *Tratamiento sin enzima ni incubacién. “Medias con letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas
(P<0.05). °Coeficiente de variacion.
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obtuvo 52% mas de sdlidos solubles contra el tratamiento con enzima en la dilucion 2,
debido a la cantidad de pulpa inicial empleada. Por otro lado, los factores que causaron
diferencias significativas entre los tratamientos fueron tanto la dilucion como el tiempo de
incubacién (P<0.01).

Turbidez. Las medidas de turbidez permitieron determinar la presencia de ciertos
componentes de alto peso molecular disueltos en el agua (Cuadro 8). Se encontraron
diferencias significativas entre diluciones y entre tratamientos. En la dilucion 1 se
determind que el tratamiento enzimatico resulté en un incremento de 13% en valor
turbidez. En la dilucion 2 este efecto fue similar con un incremento 36% en valor de
turbidez. En general se observo el mismo comportamiento donde el tratamiento con
inoculacion de la enzima en ambas diluciones obtuvo valores mayores de absorbancia.
Esto fue atribuido a que la turbidez es una medida que refleja el grado de transparencia
que presenta el agua debido a la presencia de particulas en suspension. Puede ser usada
para proporcionar una estimacion de la concentracion de Sélidos Totales en Suspension
(Lenntech 2011). Es decir, se obtuvieron los resultados esperados de la accién de la
enzima, lo cual demostré que la enzima extrajo mayor cantidad de componentes que se
encontraban atrapados en la pared celular de la pectina. Fue posible extraer mayor
cantidad de compuestos debido a que la enzima al encontrarse en un medio con mayor
cantidad de pulpa rompe los enlaces de la cadena de polisacaridos haciéndolos mas
pequefios facilitandoles su paso por el filtro.

De acuerdo con los valores de absorbancia, se observé que tiene poca cantidad de solidos
solubles en suspension ya que el promedio de absorbancia en el jugo estuvo entre 0.12.
Un incremento del 12% contra el agua que tiene 0.000 absorbancia y muy distinto con la
leche que presenta 3.79 de absorbancia. Los factores que influyeron en el analisis fueron
dilucién y tiempo de incubacion (P<0.01).

Viscosidad. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las diluciones
principalmente mas no entre los tratamientos de cada dilucion independiente (Cuadro 8).
Es decir, entre los tratamientos de la dilucion mas concentrada no se encontraron
diferencias significativas donde sélo hubo disminucion del 0.41% de viscosidad y
tampoco entre los tratamientos de la dilucion mas diluida donde hubo 2.11% de
disminucion. Este comportamiento fue diferente comparado con el encontrado en la
primera fase del estudio donde no se encontr6 ninguna diferencia significativa entre
tratamientos ni diluciones. Estas variaciones pueden atribuirse a la temperatura a la cual
se encontraba el jugo filtrado. A pesar de que mediante pruebas se obtuvo la viscosidad
del agua (0.00362 — 0.00488 Pa-s en 125 y 250 rpm) y se observé que el jugo filtrado de
tamarindo se comportaba de manera similar. Es por esto que se determin0 que a pesar de
haber diferencias estadisticas entre los tratamientos todavia se encuentra considerado
como un fluido newtoniano. Donde a medida que se aumenta la cantidad de pulpa inicial
para filtrarse podria encontrarse mayores diferencias estadisticas entre los tratamientos
debido a compuestos que se extraen de la pulpa mediante la enzima. Se encontrd que el
factor dilucion fue importante para encontrar diferencias significativas entre los
tratamientos (P<0.01).
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Polifenoles solubles totales. Se encontraron diferencias significativas estadisticamente en
la cuantificacion de fenoles totales en las muestras de jugo de tamarindo filtrado (Cuadro
9). Se observo que cada tratamiento fue totalmente diferente independientemente de la
dilucion a la que se encontraba. Esto fue debido a que a mayor cantidad de pulpa presente,
mayor extraccion posible de fenoles totales a partir de la misma por medio de tratamientos
enzimaticos. Se encontro que el tratamiento con enzima en la dilucién concentrada resulto
ser el mejor tratamiento al igual que en la primera fase del estudio con un aumento del
19.7% de polifenoles contra el tratamiento control. Y en el caso de la dilucion 2, el
tratamiento con enzima obtuvo 13.5% mas de polifenoles contra el tratamiento control.
Sin embargo, en cada dilucion el mejor tratamiento siempre fue el que contenia enzima.
Comparando el tratamiento 2 (mas concentrado con enzima) contra el tratamiento 4
(menos concentrado con enzima) se obtuvo un conteo de 52.1% mas de polifenoles en el
tratamiento 2. Es decir que la pectinasa rompi¢ la pared celular de la pectina logrando asi
extraer la mayor cantidad de componentes que se encontraban en ella. Componentes que
en otros analisis pasaron desapercibidos pero no en el caso de la cuantificacion de
polifenoles totales. Los factores mas importantes en la cuantificacion fueron dilucién,
tiempo de incubacion e incluso en encontro interaccion entre ellos (P<0.01).

Color. Con respecto a los resultados de color (Cuadro 9), se encontraron diferencias
estadisticas en cada una de las variables L a b. De acuerdo con la variable L (luminosidad)
el tratamiento con enzima en la dilucion concentrada obtuvo 22% menos de luminosidad
contra el tratamiento control. Esto puede atribuirse a que se encontraba mayormente
concentrado ya que la enzima extrajo compuestos que otorgan colores oscuros al jugo. De
igual manera en el caso de la dilucion 2 donde el tratamiento incubado obtuvo 12% menos
de luminosidad contra el control. Para la variable b se encontraron diferencias estadisticas
sin embargo los valores numéricos varian sélo en 5% entre ellos. Los tratamientos
incubados fueron los que presentaron valores de amarillo més fuertes que los tratamientos
sin enzima. Para la segunda fase del estudio al haber agregado mayor cantidad de pulpa
inicial, se lograron extraer mas los componentes atrapados en la pulpa. Lo cual ocasion6
que se obtuvieran colores mas intensos y oscuros en el jugo de mayor concentracion de
pulpa inicial, muy diferentes a los obtenidos en la primera fase del estudio Fue posible
alcanzar una de las recomendaciones después del analisis sensorial que fue que se
incrementara el color en el jugo. Se presentaron variaciones muy distintas a las
encontradas en la primera fase del estudio, mas que todo relacionadas a la cantidad de
jugo que se logro extraer al final de todo el procedimiento. Es decir que el factor
rendimiento es de vital importancia para la realizacién de los anélisis fisico—quimicos.

Analisis de costos variables. Se realizo el andlisis de costos para los tratamientos de la
segunda fase del estudio (Cuadro 10), el mejor tratamiento resultante de la primera fase (3
horas de incubacion) comparado contra el control (sin tratamiento enzimatico) de cada
dilucion respectivamente. En general los tratamientos con enzima resultaron los mas
costosos obviamente debido al costo de la energia mas no debido al costo de la enzima.
De igual manera los tratamientos de mayor concentracion de pulpa inicial resultaron ser
mas costosos que los tratamientos mas diluidos. Analizando los tratamientos controles de
cada dilucion, la dilucion més concentrada incrementd sus costos en 20%. Entre los
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Cuadro 9. Efecto de tratamientos enzimaticos en analisis de color en jugo de tamarindo segunda fase.

. Tiempo de Fenoles totales Color
T! Dilucion incubacien ~ (ppm EAG?) L a b
(Agua:Pulpa) ) . . .

(horas) Media + D.ES. Media + D.E. Media + D.E. Media + D.E.
1 31 o 3529 + 26.7°° 56.1 + 0.02° 4.11+0.01° 25.9 0.02"
2 ' 3 4396 + 153.1* 43.9 +0.07° 9.39 +0.10% 24.8 +0.06°
3 - 0 1821 + 82.4° 58.6 £ 0.13" 0.58 + 0.04° 20.7 £0.07°
4 ' 3 2104 + 89.0° 51.4 +0.04° 2.96 + 0.03¢ 22.5 + 0.05°

CV® (%) 3.72 0.15 0.10 0.24

"Tratamiento. “Equivalentes en 4cido galico. *Desviacién estandar. “Tratamiento sin enzima ni incubacién. Medias con letras distintas en una misma columna
indican diferencias significativas (P<0.05). °Coeficiente de variacion.

Cuadro 10. Costos variables para produccién de jugo de tamarindo segunda fase (1 Litro).

Dilucion Agua:Pulpa

Dilucion Agua:Pulpa

- : P2 (3:1)
Descripeion Unidad (L) 0 horas' 3 horas 0 horas 3 horas
Cantidad P(L) Cantidad Pr(L) Cantidad Pr(L) Cantidad Py (L)
Pulpa de tamarindo G 0.11 333 36.70 333 36.70 142.8 15.7 142.8 15.70
Enzima’ mL 571 - - 1.00 571 - 1 571
Energia bafio maria  Hora 26.39 - - 3 79.17 - 3 79.17
Agua L 1.53 1 1.53 1 1.53 1.53 1 1.53
Azlcar Kg 12.37 0.03 0.37 0.03 0.37 0.03 0.37 0.03 0.37
Total (colocado) 38.60 123.48 17.60 102.48
Total (rendimiento) 49.05 139.05 21.73 114.12

Tasa de cambio lempiras a ddlares

19.76

"Tratamiento sin enzima ni incubacion. “Precio unitario en Lempiras. °Precio total en Lempiras. TPectinex Ultra SP L.



23

tratamientos con enzima de cada dilucion, el tratamiento de la dilucion méas concentrada
resulto ser 11% mas costoso. Pero en general el tratamiento con enzima comparado con el
control en cada dilucion resulto 65% y 73% mas costoso respectivamente. Cabe recalcar
que los tratamientos con mejores caracteristicas fisico—quimicas y sensoriales preferidas
por los panelistas fueron los tratamientos mas concentrados. El tratamiento con enzima de
la dilucion mas concentrada result ser méas costoso pero es el de mejores caracteristicas
sensoriales y fisico—quimicas de todos los tratamientos. Al producir jugo de tamarindo
con pulpa a nivel industrial el costo se incrementa ya que es necesario mas uso de
maquinaria para poder manipular el mismo. Asi como también mas gastos en
almacenamiento, manipulacion, manejo de aguas, limpieza de equipos, entre otros. Por
otro lado, la ventaja de producir jugo de tamarindo sin pulpa es su facil manejo,
procesamiento y mantenimiento. Como también, el jugo inoculado con la enzima es de
mejor calidad ya que contiene mayor cantidad de componentes extraidos mediante el
proceso enzimatico.



4, CONCLUSIONES

Se obtuvo un incremento promedio de 5% en el rendimiento de obtencion de jugo
debido al tratamiento enzimatico (primera fase).

Se obtuvo un incremento promedio de 10.5% en el rendimiento de obtencién de jugo
debido al tratamiento enzimatico (segunda fase).

Hubo un incremento significativo en sélidos solubles, turbidez y fenoles totales
debido al tratamiento enzimatico realizado, independientemente de la cantidad de
pulpa de tamarindo utilizada.

El color fue influenciado por la cantidad de pulpa inicial presente en la mezcla.

Los tratamientos con diluciones méas concentradas fueron los mas aceptados por los
panelistas con una evaluacién entre me gusta poco y moderadamente.

El tratamiento enzimatico elevo los costos variables a nivel laboratorio en 65 y 73%
para los tratamientos de la segunda fase, respectivamente.



S. RECOMENDACIONES

Validar el método creando un filtro de mayor tamafio para produccion de jugo de
tamarindo a nivel industrial sin necesidad de equipos costosos.

Realizar constantes movimientos al jugo durante el tiempo de incubacion para mejor
accion de la enzima.

Aumentar los solidos solubles (°Brix) para las pruebas sensoriales.
Realizar analisis de costos a nivel industrial incluyendo costos fijos y gastos por
depreciacion de magquinaria al procesar jugo de tamarindo con pulpa y jugo de

tamarindo clarificado.

Probar este proceso con otras frutas de interés comercial para la PHF.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Ficha Técnica enzima Pectinex® ULTRA SP—L (Novozymes 2007).

Pectinex ® Ultra SP-L

Description

Pectinex Uita SP-L = a highly active pectolytic anzyme preparstion produced by
a salected stwin of Asporgiius aceaius. This enzyme pregasation contains
prtelytle ard & range of nemicalulolytic ecivities. [t has the abEty 1o
dizntagrate plant el walks.

Product Propoartics

Product Typs

Pectinea Litha 3P Is 8 brownish bquid with a slight smell wygical of fermantad
prociucts and a pH of appros, 4.5,

Aothvity

Poctinay Ulrra SP-L hes & standard acthity of 26,000 PG/mi (pH 3.5), The
slandard ackwity is detenmined by Ut measuremant of the WSOty reduction
of & solution af pectic aced at pH 3.5 end 20°C [GB'F). Ses tha Analytical
Method for surther information.

Solubliity

Tha actve cormponents of Poctinex Uitra SP-L are readdy soluble In water at all
voncentratios that cecur i normal usage. Turbldity which may ocour in the
enzyme pregaration has no influence on the velumetnic sctvity or handling
charactesistios of the product,

Food-grada status

The produce complias with FAOMWHD, JECFA and FOC specifcations for foad:
greds eniymes, supplementad by maximurn limits of 107 mouldsly, The
ProduGct is h%ﬂll} aftar siefile filtration and tharefore pracrically

Packaging
Faa tha standard Packaging List for mora packaging iformation.

Application

The preparaton is especially designed for the tmeatmant of frult and vegetable
mashes and the maceration of pant tssees. Soluble and inscqubla pacing ag
wall 85 haze{rovoking polysaccharidas ara alse efficienty degraded. Pactings
Littra 5P-L apakiad an e and vegetable mashes ansfor pomacss ledds to
draglically inmansed capacitles in solidfiguid separation [, press, decantsd)
ardd higher juoe yeids.
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Reaction Parameters
Pectinax Ultra SP-L Activity

Fig. 1, Pectinase acthvity versus pHL
Peiygalnciuranns: netivity an 2070 [B4°F)

B 20 1 N M 4 4 80

“

Fig. 2. Pactinsss sctivity warsus temparstuns,
Palygalactirorass sctivity ot pH Si

Safety

Erzymies are proteind and inhalstion of dust or aerosols may induce
sefsitization and may cause atlergic reactions in sansitized individuals. Some
enzyrmas may iritate the skin, eyes and mucous membranes upon prolonged
[ETE

The produet may croste easily inhaled asrosols if splashed or vigorously strred,
Spilled produet may oy out and cneate dust.

Spilled nﬂﬂi:i-al shotsd be Aushed away with water (avoid splashing), Left-over
marerial mway dry out and ofeate dust,

A Mategial Sarety Dats Sheet is supplied with all products. Ses the Safety
Manwal Tor further irkermation regarding how to handle the product safely.

soryne®
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Anexo 2. Interaccion entre variables evaluadas con analisis estadistico para jugo de tamarindo primera fase.

Solidos Turbidez ~ Viscosidad ~ Fenoles totales Color®
Interaccién' PH (‘Z’/S'o”é’r'f)f) (abs) (Pas)  (MILEAG) a b
p P P P P P P P
Dilucién® 0.0019 <.0001 0.2338 0.6507 <.0001 0.0224  0.0262 0.0003
Tiempo® 0.3097 0.0005 <.0001 0.4231 <.0001 0.2522  0.9758 0.1811
Bloques 0.0005 0.0605 0.0512 0.0002 0.4414 <.0001  0.0001 0.0022
Dilucién*Tiempo®  0.8004 0.0502 0.2820 0.5536 <.0001 0.3667  0.7673 0.8508

*Interaccién entre factores evaluados a los tratamientos. “Equivalentes en &cido gélico. *Probabilidad. *Dilucion significa 13:1 0 21:1. *Tiempo de incubacién en
las muestras inoculadas. ®Interaccién entre factores dilucién*tiempo.

Anexo 3. Interaccidn entre variables de prueba sensorial de aceptacion y rendimiento con andlisis estadistico para jugo de tamarindo.

Interaccion® Color Olor Viscosidad Acidez Sabor Ageepr;[:(r:;?n Rendimiento
p? P P P P P P
Dilucién® <.0001 0.0133 0.0260 0.0337 <.0001 <.0001 <.0001
Tiempo* 0.0026 0.0648 0.7427 0.8721 0.6893 0.5475 <.0001
Bloques 0.4815 0.7065 0.2469 0.0710 0.1703 0.0100 0.6053
Dilucién*Tiempo® 0.1010 0.3990 0.1863 0.3505 0.7214 0.0919 0.5453

*Interaccion entre factores evaluados a los tratamientos. “Probabilidad. °Dilucion significa 13:1 o 21:1. “Tiempo de incubacion en las muestras inoculadas.
*Interaccién entre factores dilucién*tiempo.
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Anexo 4. Boleta para andlisis sensorial prueba de aceptacion.

Evaluacién Sensorial: Jugo de tamarindo

Nombre: Fecha

Pararealizar estaprueba, limpiar el paladar con galleta y agua. Luego analice los seis atributos presentados paracada
muestra. Marcaruna X en el cuadro segun su aceptacion del producto en cada atributo.
Escala para atributos de ACEPTACION

1. Medisgustaextremadamente 6. Megustapoco
2. Medisgustamucho 7. Megustamoderadamente
3. Medisgustamoderadamente 8. Megustamucho
4. Medisgustapoco 9. Megustaextremadamente
5. Nime gusta ni me disgusta
Muestra:
112 13 145 617 18 |9 Observaciones:
Color
Olor
Viscosidad
Acidez
Sabor

Aceptacion General

Muestra:

Observaciones:

Color
Olor
Viscosidad
Acidez
Sabor
Aceptacion General

Muestra:

112 (3 [4 |5 (6 |7 |8 |9 Observaciones:

Color
Olor
Viscosidad
Acidez
Sabor
Aceptacion General

Muestra:

1 ]2 (3 [4 |5 (6 |7 |8 |9 Observaciones:

Color
Olor
Viscosidad
Acidez
Sabor
Aceptacion General
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Anexo 5. Interaccidn entre variables evaluadas con analisis estadistico para jugo de tamarindo segunda fase.

Rendimiento SONdos 1 hidez  Viscosidad Fenoles Color
L 0 pH Solubles totales

Interaccion (/0) (% °Brix) (abS) (Pa'S) (mg/L EAGZ) L a b

p P P P P P P P P
Dilucion* 0.0081 <0.0001  <.0001 0.0003 0.0058 <.0001 0.0256  0.2897  0.0584
Tiempo® <.0001 0.0002 0.0059 0.0041 0.8067 <.0001 0.0433 0.3887  0.0867
Bloques 0.6913 0.3902 0.8304 0.4491 0.3927 0.6124 04214 0.3326  0.6045
Dilucion*Tiempo® 0.1567 0.2782 0.2828 0.5654 0.3847 <.0001 0.0742 <.0001  0.4534

*Interaccion entre factores evaluados a los tratamientos. “Equivalentes en acido galico. Probabilidad. “Dilucion significa 3:1 o 7:1. “Tiempo de incubacion en las
muestras inoculadas. ®Interaccién entre factores dilucién*tiempo.
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