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RESUMEN

Céceres, Heidy. 2003. Estudio preliminar del efecto de la microfiltracidn tangencial
sobre la capacidad antioxidante en jugos de fruta clarificados. Trabajo de graduacion
del Programa de Ingenieria en Agroindustria. Escuela Agricola Panamericana,
Honduras. 40p.

Las frutas tropicales tienen una participacion del mercado internaciona de 27%; de
esto el 60% se consume fresco, 30% se procesay 10% se exporta. El melon y lamora
generan abundante fruta de descarte, al no cumplir con los parametros de exportacion.
Ambas son ricas en pigmentos y compuestos antioxidantes que reducen el dafio
oxidativo celular, beneficiando la salud. Un método innovador de aprovechamiento de
fruta descartada es la produccion de jugos clarificados (permeados), mediante la

microfiltracion tangencial (MFT). Este estudio preliminar evaluo €l efecto de la MFT

sobre la capacidad antioxidante de jugos clarificados de melén y mora, monitoreando
los flujos de permeado y cuantificando antocianinas, carotenoides, polifenoles totales,
vitamina C y la capacidad de absorber radicaes de oxigeno (ORAC), en los
permeados y retenidos a los O, 20, 40 y 60 minutos de MFT. Se efectuaron dos
ensayos con cada fruta, utilizando membrana de porosidad 0.2my un ensayo con

mora utilizando membrana de 0.5m Los ensayos en melén mostraron flujos variables
debidos a colmatacién seguida de barrido de particulas; los carotenoides y polifenoles
tendieron a quedarse en € retenido; la vitamina C se oxido a écido dehidroascorbico
por amacenge prolongado; los valores de ORAC fueron muy bajos y debidos
exclusvamente a extracto cetonico. Los ensayos en mora mostraron flujos
descendentes por colmatacion; los flujos fueron mayores y € tiempo de MFT fue

menor con membrana de porosidad 0.51; las antocianinas pasaron a permeado por ser
hidrosolubles; los polifenoles totales mostraron valores similares para € retenido y

permeado; la vitamina C se oxid6 a acido dehidroascorbico durante el almacengje; los
valores de ORAC fueron similares en los extractos acuoso y ceténico. Se recomienda
establecer parametros 6ptimos de MFT para mora, por su alto contenido de pectinas, y
evaluar inmediatamente la vitamina C y ORAC en las muestras.

Palabras clave: flujos, ORAC, permeado, pigmentos, retenido y vitamina C.

Gladys Fukuda, M.Sc.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, en el mercado internacional, las frutas tropicales tienen una participacion
de mercado del 27%; a su vez, cabe recalcar que en la Ultima década, las frutas tropicales
presentaron una mayor dindmica, ya que crecieron a una tasa anua promedio de 5.3%,
seguidas por las uvas (6%) y las bayas (4.7%) (Ministerio de Agricultura Colombiano,
2003).

Segun cifras del Manua del Exportador de Frutas, Hortalizas y Tubérculos en Colombia,
elaborado por la Corporacion Colombia Internacional, alrededor del 60% de la produccion
mundia de frutas y hortalizas se consume en fresco; en los mismos paises productores, €
30% lo demanda la industria para procesamiento y €l restante 10% se comerciaiza en los
mercados internacionales. En cuanto al comercio mundial de productos procesados de
frutas, se tiene una participacion del 68% (Ministerio de Agricultura Colombiano, 2003).

En d presente estudio las frutas investigadas son € melén y la mora, los cuales se
producen en los paises del tropico de América, de las que se genera un ato porcentgje de
fruta descartada al no cumplir con los parametros de exportacion. Dichas frutas son ricas
en pigmentos y compuestos antioxidantes, cuyos efectos benéficos se deben a su
capacidad de reducir € dafio oxidativo de las células en € cuerpo humano.

En la actualidad, gracias a estudios llevados a cabo, se conoce que la oxidacion de las
moléculas bioldgicas se relaciona con la génesis de la ateroesclerosis, cancer, diabetes, la
enfermedad de Alzheimer ycon e proceso de envejecimiento (Proyecto Ciencia, Vino y
Salud, 2003).

Una de las opciones més innovadoras y utilizadas en la industria moderna, como método
de aprovechamiento de la materia prima de descarte, es la produccion de jugos
clarificados de frutas mediante la aplicacidn de la microfiltracidn tangencial (MFT). Con
este proceso se eliminan muchas etapas empleadas en la filtracion convencional, tales
como la centrifugacion, la decantacidon y la filtracion frontal, generando los mismos
resultados y reduciendo el tiempo de proceso (Vaillant, 2000).

Entre las principales aplicaciones de MFT se pueden citar su uso en la industria lactea
(para concentracion de leche descremada o entera), produccion de jugos de frutas
clarificados, produccion de vino y cerveza, extraccion de colorantes y saborizantes
naturales y biotecnologia (purificacion de enzimas extraidas de plantas y animales).



La mayoria de experimentos se han Ilevado a cabo en la produccion de jugo de manzana
clarificado (Pepper, 1987), resultando un permeado en € que se obtuvo una notable
contribucion en la claridad, color, sabor y estabilidad del producto.

La técnica es usada en e ambito mundia en frutas como uva, manzanay pera; y ahora se
esta implementando en Ameérica Latina para € procesamiento de frutas tropicales, que en
Su mayoria se caracterizan por su ato contenido de pulpa (Colciencias, 2003).

Dentro de la ingtituciones pioneras en investigacion en € desarrollo de tecnologias de
membranas, como la microfiltracion tangencial, en Améica Latina esta e Centro
Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CITA). Esta entidad pertenece a la
Universidad de Costa Rica (UCR) que, con la ayuda del Convenio con e Centro
Internacional de Cooperacion en Investigacion Agrondmica (CIRAD) para el Desarrollo
de Francia, han llevado a cabo estudios en todo lo relacionado al procesamiento de frutas
y hortalizas.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo general

Evaluar €l efecto de la microfiltracion tangencial sobre la capacidad antioxidante en jugos
de frutas clarificados de melon y mora.

1.1.2 Objetivos especificos

Medir los flujos de microfiltracion de melén y mora con membranade 0.2y 0.5 m
Determinar € contenido de carotenoides, antocianinas y polifenoles totales en € jugo
clarificado y en €l retenido de los jugos de meldn y de mora.

Determinar € contenido de vitamina C en los jugos de meldn y de moray en sus jugos
clarificados.

Determinar la capacidad antioxidante (ORAC) en los jugos de melon y moray en sus
jugos clarificados de melén y de mora.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1  PRINCIPIO DE MICROFILTRACION TANGENCIAL

La microfiltracion tangencial (MFT) comenzoé con el desarrollo de la 6smosis reversa por
Sourirgjan en € afio de 1959 (Paulson et al., 1984) y es una de las tecnologias de
membrana més utilizadas en los Ultimos afios, aparte de la ultrafiltracion y nanofiltracion.

La tecnologia consiste en la separacion de componentes de un fluido aimentado que se
mueve paralela o tangencidmente a la superficie de la barrera, la accion de arrastre o
barrido de éste minimiza la acumulacion de especies rechazadas por la membrana y
posterior formacion de la torta sobre la superficie, de esta forma se logra un indice de
filtracion més alto que para sistemas que utilizan la configuracion frontal.

El permeado es la fraccion que ha atravesado la membrana semipermeable y es
recolectada en € lado opuesto de la membrana; la porcion del flujo aimentado que ha
sido enriquecida con los solutos o sblidos suspendidos, que no pasaron a través de la
menbrana, es llamada retenido o concentrado. Este puede ser recirculado a través del
sistema para extraer la mayor cantidad posible de permeado, con lo cua se logra un indice
de filtracion mayor que los obtenidos en la filtracion convenciona. El retenido o
concentrado corre a través del mismo cana de flujo por donde lo hace € flujo alimentado,
arrastrando soluto concentrado (Salas, 2003).

Los métodos tradicionales de filtracién emplean coadyuvantes como gelatinas, bentonita,
0 “kiesesol” (material sintético de silicay acido tanico) para flocular las moléculas de ato
peso molecular. Posteriormente se filtra la solucion por un lecho de tierra de diatomeas
para refinar el clarificado (Salas, 2003). La Figura 1 muestra un esquema comparativo
entre la filtracion frontd y la tangencid.

FRONTAL TANGENCIAL

/ PRESION
ALIME CION PR oN
ALIMENTACION

L 1 L 1
LONA MEMBRANA

PERMEADO pER\HﬁEADO

Figura 1. Esquema comparativo entre la filtracion frontal y tangencial
Fuente: Salas (2003).




En microfiltracion tangencial (MFT), la alimentacidn es enviada a través de un tanque del
modulo de la membrana utilizando una bomba. La presion a través de la membrana,
conocida como presion transmembranaria, se calcula sumando la presion

dd interior de la membrana mas la de sdida de la membrana menos la presion del
permeado (la cual es muy cercanaa cero) y la sumatoria es dividida entre dos.

A través de la bomba se regula la presion del fluido de alimentacion y la temperatura se
controla a través de intercambiadores de calor o manteniendo |a temperatura directamente

(no mayor a 35 °C) sobre e tanque de alimentacion.

El retenido es concentrado ya que a hacer recircular € retenido mas € flujo de
alimentacion, a través de la membrana, crea un efecto de arrastre de particulas. La
concentracion del retenido puede ser expresada como el factor de reduccion volumétrica
(FRV) (Salas, 2003). La Figura 2 muestra un esguema del modo de operacion en
microfiltracién tangencial.

PERMEADO

RETETDO ’—>

MEMB NA

A

TANQUE DE|
ALIMENTACIGN

E4

BOMBA DE ALIMENTACION

,(’\

BOMBA DE
RECIRCULACION

Figura 2. Esguema del modo de operacion en microfiltracion tangencial
Fuente: Salas (2003).

Por o general es necesario reducir € volumen del retenido para optimizar la cantidad de
permeado (jugo clarificado obtenido), que es medido a través dd FRV; éste es la relacion
del volumen de alimentacion a volumen de retenido (Girard et al., 2000; citado por Salas,
2003).



La bomba de alimentacion puede ser disefiada para operar a bagja velocidad, lo cua
permite que la bomba de recirculacion trabaje a alta velocidad, reduciendo asi |as pérdidas
de energia en la etapa de bombeo (Girard et al., 2000; citado por Salas, 2003).

Dentro de las mayores limitaciones de la microfiltracién tangencial, se pueden mencionar
gue existe un limite para la maxima concentracion de los solutos y hay una reduccién del
flujo causado por la formacion de la capa de colmatgje en la membrana, por efecto de
solutos concentrados.

2.2 TIPOSDE MEMBRANAS

Existen membranas asimétricas Ilamadas anisotropicas, caracterizadas por ser delgadas y
sel ectivamente permeables, su funcionamiento se asemeja a de una esponja. Actualmente
las membranas pueden estar hechas de polimeros organicos, ceramica, mineraes
depositados en ceramica o materiales inertes como 6xido de aluminio, grafito, acero
inoxidable y carburo de silicio (Belleville et al., 1991; citado por Salas, 2003). La
seleccion de la misma depende de factores como e pH de flujo de aimentacion,
temperatura, presion y compatibilidad quimica de la membrana.

2.3 JUGOS CLARIFICADOS

La mayor aplicacion de la microfiltracion tangencial ha sido en la produccién de jugo de
manzana clarificado (Pepper, 1987). El jugo es clarificado por remocion de los solidos
insolubles en suspension, llamados cominmente “pulpa’, que contienen polisacaridos
parietales como sustancias pécticas, celulosa, hemicelulosa, lignina 'y otros constituyentes
menores (proteinas de constitucion, é&cidos fendlicos, taninos, etc.). Estos causan
oscurecimiento en el producto final obtenido (permeado) y para removerlos se utilizan
enzimas, que facilitan el procesamiento al mejorar e flujo e impedir que dichos
compuestos se acumulen como impurezas en la membrana.

Menos del 70% de la cantidad de enzima es requerida en procesos continuos, ya que la
misma recircula en e sistema. Una de sus principales funciones es remover taninos y
compuestos que causan oscurecimiento (reaccion de Maillard), y a la vez mantener €
color y sabor del jugo.

La filtracion por membrana a la vez remueve microorganismos perjudiciales eliminando
la necesidad de pasteurizar, por lo que se le llama “esterilizacion fria’; esto preserva a la
vez los conpuestos volétiles y permite que €l jugo se pueda empacar asépticamente.
Ademés brinda mayores rendimientos (95-98%) que los métodos tradicionales (90-93%)
gue poseen mas pasos, como mantenimiento, centrifugacion y filtracion (Dziezak, 1990).

La importancia en el desarrollo de nuevos productos, con base en jugos clarificados,
radica en que éstos puedan mantener sus caracteristicas fisicas y sensoriales, que sirvan
como materia prima para productos como por ejemplo: bebidas burbujeantes clarificadas
para bebidas alcohdlicas, aguas aromaticas, té frio con jugos de fruta, bebidas suaves y



cocteles; pasteleria con productos tales como las jaleas tranglUcidas y las mieles de fruta
trandlcida; frutas enlatadas con jugo clarificado como sirope; productos gelatinosos
trandlcidos como jaleas y gelatinas; miel de frutas y confiteria, entre otros (Vaillant,
2000).

24 FACTORES QUE AFECTAN EL FLUJO EN MICROFILTRACION
TANGENCIAL

El comportamiento de los flujos en microfiltracion tangencia esta determinado por
factores tales como:

24.1 pHyfuerzaidnica

En suspensiones coloidales estables se da € incremento de la doble capa difusa arededor

de las capas cargadas, permitiendo asi a las particulas empacarse densamente en la tortay
asi reducir €l flujo de permeado (Salas, 2003).

2.4.2 Tamafio de particula de la solucién afiltrar

La declinacion del flujo de permeado serd mucho mas rgpida para suspensiones
alimentadas con particulas de menor tamafio; esto se debe a que en la etapa transitoria de
la formacion de la torta, todas las particulas son transportadas a la superficie de la
membrana. El nimero de particulas de la torta, para una masa de aimentacion dada, se
incrementa marcadamente con el decremento del tamafio (Salas, 2003).

2.4.3 Colmataciéon dela membrana

El jugo de la fruta posee tanto compuestos insolubles como solubles;, los sdlidos
insolubles en suspension (SIS) son en su mayoria fragmentos celulares de las frutas, entre
los que se pueden mencionar coloides, fibrillas de celulosa o0 hemicelulosa 'y aglomerados
fibrosos entre otros. El tamafio y tipo de fragmento depende del método de extraccion del
jugo (Lozano, 1999).

Apate de los SIS, hay compuestos solubles que colmatan la membrana y que
corresponden principalmente a macromoléculas solubilizadas durante la extraccion del
jugo; la mayor representante es la pectina, una de las principales colmatantes por su gran
poder de gelificacion en condiciones de concentracion y pH favorables. Las pectinas
pueden representar un amplio rango de peso molecular, de 10 a 500 kDa con un peso
molecular promedio de 100 kDa (L ozano, 1999).

Usando enzimas se logran moléculas con un peso molecular inferior a 10 kDa, gracias ala
hidrdlisis de las pectinas (Will, 1992; citado por Salas, 2003), con lo cua se demuestra €
potencial de colmaacion de las pectinas s no se lleva a cabo una adecuada hidrdlisis
enzimatica. A su vez los compuestos pécticos estan asociados con compuestos aromati cos,
lo cua puede causar retencion de aromas, cuyo efecto (positivo o negativo) depende de
los intereses de los clientes.



El fendmeno de colmatacion por los compuestos restantes, entre |os que se encuentran los
productos de la degradacién de pectinas, puede corresponder a polisacaridos de alta masa
molar como arabinogal actanos y hemicelulosa, entre otras.

25FRUTAS

2.5.1Melon

Conocida cientificamente como Cucumis melo. En 1999 se reportd una produccién
mundial de 18 millones de toneladas y ocup0 € cuarto lugar entre las diez frutas con
mayores niveles de produccion (Corporacion Colombia Internacional, 2001).

Segun la FAO los principales paises productores de melén fueron China, Turquia, Estados
Unidos, Espafia, Irdn y Rumania, paises que ademas de abastecer sus propios mercados,
atienden la demanda externa (Corporacion Colombia Internacional, 2001).

El melon para el consumo en estado fresco debe ser de cosecha reciente, firme, compacto
y suficientemente desarrollado, presentando color, olor y sabor tipicos de la variedad. Las
frutas deben estar sanas, libres de plaguicidas y microorganismos patdgenos, no deben
presentar dafios o lesiones de origen fisico y mecanico, que afecte la apariencia del
producto. La calidad del fruto esta relacionada con los solidos solubles, recomendandose
gue éstos sean superiores a 10° Brix (CNP, 1997).

Los melones de la variedad “cantaloupe’, de pulpa naranja, se encuentran entre los mas
nutritivos. Una porcién de 100 gramos proporciona mas de la mitad de la dosis diaria
recomendada de vitamina C (30 mg/100 g), siendo también una buena fuente de beta
carotenos.

L os melones con pulpa de color amarillo claro o verde contienen menos vitamina C y beta
carotenos que los de pulpa naranja. El ato contenido de agua de esta fruta estimula los
rifiones para que funcionen con mas eficiencia.

Dentro de los beneficios para la salud, posee ligeras propiedades laxantes y una infusion
de sus pepitas ha sido utilizada como remedio natural contra los problemas de rifion y
vejiga. A continuacion en el Cuadro 1, se detallala composicion quimica del melén.



Cuadro 1. Composicién quimicadel melén

Componente %
Agua 89.80
Proteina cruda 0.88
Extracto etéreo 0.28
Fibra dietética 0.80
Carbohidratostotales 8.40
Ceniza 0.70

Fuente: INCAP (1996).

252Mora

Es conaocida cientificamente como Rubus glaucus y fue descubierta en 1851 por Hartw y
descrita por Benth. Es originaria de las zonas altas tropicales de Ameérica principa mente
en Colombia, Ecuador, Panama, Guatemala, Honduras, México y El Salvador (Facultad
de Agronomia-México, 2002).

La variedad “cadtilla’ es una de las més utilizadas para procesamiento, ya que es la que
tiene menor vida Util. Una vez procesada tiene gran aceptacion en el mercado exterior
como jugo concentrado; y hay grandes expectativas para € desarrollo de nuevos
productos y como materia prima en la fabricacion de vinos, brandy, licor, esencias,
ademas de la comercializacion del fruto congelado. Se estima que el consumo de mora por
parte de la industria de jugos crecera para los préximos afios a una tasa anua del 10%
(Colciencias, 2001).

Hay cuatro factores criticos que influyen en la calidad find de la fruta de mora la
manipulacion, la temperatura, € tiempo transcurrido desde la cosecha y € tamafio del
empague.

Dentro de los beneficios de esta fruta a la salud se pueden mencionar: buena para €
corazon, para la circulacion y problemas de la piel, excelente remedio contra la diarrea,
poderosas propiedades antioxidantes por su combinacion de vitaminas C y E (21 mg/ 100
gy 0.71 mg/ 100 g, respectivamente) y es rica en pectina, una fibra soluble que ayuda a
reducir los niveles de colesterol en sangre. A continuacion en e Cuadro 2, se detalla la
composicion quimica de la mora.



Cuadro 2. Composicién quimica de lamora

Componente %
Agua 84.40
Proteina cruda 1.20
Extracto etéreo 0.60
Fibra dietética 5.30
Carbohidratostotdes 13.20
Ceniza 0.60

Fuente: INCAP (1996).

2.6 PIGMENTOS
2.6.1 Antocianinas

Se clasifican como flavonoides y se les atribuye efecto protector contra los sintomas del
envejecimiento y reduccién en la aparicién de infecciones en € tracto urinario. Estan
presentes en atas cantidades en los arandanos y grosellas rojas, y en menor cantidad en
cerezas, fresas, kiwi y ciruelas (Vasconcellos, 2001).

2.6.2 Carotenoides

Son una subclase de terpenos, congtituida por los pigmentos de color amarillo intenso a
naranja y rojo, que otorgan € color a muchas frutas y verduras. Su funcién principal es
proteger a organismo disminuyendo el riesgo de enfermedades coronarias, infartos,
ceguera y algunos tipos de cancer. Por su efecto antioxidante algunos podrian retardar €l
proceso de envegecimiento, mejorar e funcionamiento de los pulmones y disminuir
algunas condiciones relacionadas con la diabetes.

Los carotenos afa (a), beta ©) y epsilon (€) son los Unicos que poseen actividad como
vitamina A; € méas activo es € b-caroteno conocido también como pro vitamina A, ya que
se convierte en ella luego de ser metabolizado en el organismo (Vasconcellos, 2001). El
b-caroteno tiene 11 enlaces dobles conjugados y |as ultimas son biciclicas; es el pigmento
gue ha sido més investigado en pruebas in vitro (Jones, 2000).

2.6.3 Polifenoles totales

Son compuestos clasificados dentro de los compuestos fendlicos, que a su vez se dividen
en flavonoides, acidos fendlicos y polifenoles, los cuales protegen a las plantas de los
dafios oxidativos y gercen los mismos efectos en e organismo humano. Se encuentran
presentes en frutas y verduras con coloraciones azul, azul-rojo y violeta. Su caracteristica
principal es la habilidad de bloquear la accion de enzimas especificas que causan
inflamacion (Vasconcellos, 2001).
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27VITAMINA C

La vitamina C, o &cido ascorbico, es un poderoso antioxidante no téxico y soluble en
agua, su presencia en frutas y vegetales puede proveer muchos de los efectos benéficos de
estos alimentos.

El ascorbato puede bloquear la formacion de compuestos carcinogénicos tales como las
nitrosaminas. En un estudio realizado en el que se examinaron 3968 hombres y 6100
mujeres, se comprobd que e consumo de las vitaminas C y E, y de los carotenoides
fueron asociados con una considerable prevencién de cancer del pulmoén en fumadores y
no fumadores (Jones, 2000).

2.8 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

L os antioxidantes juegan un papel muy importante en el sistema de defensa del organismo
en contra de especies reactivas del oxigeno, que son subproductos dafiinos causados
durante la respiracion celular aerdbica. Los antioxidantes son fitonutrientes muy
importantes que no son cuantificados en la informacion nutricional, ya que no hay
métodos estandares de cuantificacion. Los antioxidantes més comunes presentes en frutas
son la vitamina C y E, carotenoides, flavonoides y compuestos que poseen el grupo tiol
(SH).

La accion antioxidante de las frutas tiene, basicamente, tres etapas:

1. En e proceso de digestion donde se producen oxidaciones, la presencia de
antioxidantes hidrosolubles y liposolubles es fundamental para la proteccién de los
lipidos.

2. Los lipidos oxidados también son absorbidos en el intestino; pasan a formar parte de
estructuras celulares, como membranas, y macromoléculas, como LDL (lipoproteina
de baja densidad o colesterol "malo") y dafian las células del organismo.

3. Enéd plasma, los antioxidantes evitan la oxidacion de hidratos de carbono, proteinasy
lipidos, como los que forman parte de las LDL.

En las células evitan la oxidacion del &cido desoxirribonucleico (ADN), molécula que
contiene la informacion genéticay de otras estructuras y moléculas.

El ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) es un método que mide la capacidad
antioxidante de alimentos a radica peroxil, inducido por 2,2 azobis adiminopropano
dihydrochloride (AAPH) a 37°C, utilizando fluoresceina en lugar de la B-PE, cuyo uso
fue descontinuado al descubrirse gque interactuaba con los polifenoles, proporcionando
resultados poco confiables. La fluoresceina indica la pérdida de fluorescencia, lo cual es
directamente proporcional a dafio producido por su reaccion con el radical peroxil. El
efecto protector del antioxidante es medido a través de la lectura del dreabajo la curva de
caida de la fluorescencia. Se utiliza como estandar un tocoferol llamado Trolox, andlogo
de la vitamina E, soluble en agua (Albertini y Abuja, 1999) y los resultados se expresan
como uM. L ~*de trolox (Equivalentes de trolox).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1LOCALIZACION

La realizacion de este proyecto se dio lugar en la planta piloto y en €l laboratorio quimico
del CITA, ubicadas en la Universidad de Costa Rica (UCR), San José de Costa Rica.

3.2MATERIALES

Mora fresca variedad “cadtilla”, grado 3 (descarte para exportacion), obtenda en
APROCAM, San José, Costa Rica.

Meldn fresco variedad “ cantal oupe”, obtenido en CENADA.
Pectinasay hemicelulasa, Rapidasa ¢ 80 de Interenzimas.
Celulasay hemicelulasa “ Tropical Cloud”.

Ultrasil 10y 25 para el lavado de la membrana.

3.3 EQUIPO

Despulpador con mallas de 20 y 60 mesh.

Espectrofotébmetro marca Shimadzu UV-240.

Espectrofluorofotdmetro Shidmadzu.

Microfiltrador CITA-CIRAD, fabricado por Soluciones Mecanicas Integraes, seria
007/2001, 220 VOL T/60 Hz, (Bogoté, Colombia).

Membrana de cerdmica con 0.2 de porosidad, con un &rea de 0.22 nf.

Membrana de cerdmica con 0.51 de porosidad, con un érea de 0.22 n?.



3.4 METODOS

3.4.1 Microfiltracion tangencial

Se realizaron dos corridas de microfiltraciéon tangencial por cada fruta usando membrana
con 0.2 mde porosid ad; ademés se hizo una corrida con membrana de 0.5mcon € jugo de
mora Unicamente.

3.4.1.1 Proceso de microfiltracion tangencial
LaMFT sellevd a cabo con pardmetros fijos de presién transmembranaria (2 bares) y

concentracion de enzima (150 ppm) (Chaverri, 2003). A continuacién se muestra el
diagrama de flujo para el proceso de MFT (Figura 3).

Melén Mora

Lavado | Lavado |

A 4
Pelado,
troceado y
desemillado

Despulpado
malla 20 y 60

Despulpado
malla 20

\ Tratamiento enzimatico

Rapidasa c-80 o Tropical
Cloud @ 150 ppm
30 °C por 1 hora

A
M icrofiltracion tangencial utilizando
una presion transmembranaria
(PTM) de 2 bares

A4
Toma de muestras de
permeado y retenido a los
0, 20, 40 y 60 minutos

A 4
Ciclo de lavado del
microfiltrador (Ver Anexol)

Figura 3. Diagrama de flujo para microfiltracion tangencial

1 Chaverri, M., 2003. Proyecto de graduaci6n: Elaboracién de un jugo clarificado de mel6n por medio de
MFT. CITA, Universidad de CostaRica.
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3.4.1.2. Medicion de flujos de permeado y toma de muestras. En cada ensayo se
tomaron muestras del retenido y del permeado a tiempos fijos en € proceso, los cuaes
fueron alos 0, 20, 40 y 60 minutos para |os efectuados con la membrana de porosidad 0.2
m Para el ensayo de mora con membrana 0.5m las muestras se tomaron a los 8, 16, 24 y
32 minutos, ya que la limitante fue la cantidad de materia prima. En dos de los ensayos se
tomaron datos del flujo de permeado a intervalos de un minuto, durante toda la corrida;
éstos fueron para jugo de melén con membrana 0.2my para mora con membrana 0.5m

El tiempo de MFT depende de la cantidad de materia prima inicial, por g emplo para un
lote de 30 litros de jugo la corrida tendria una duracidn de 60 minutos; dicha cantidad de
jugo a su vez esta determinada por la capacidad del tanque de alimentacion (marmita) y la
disponibilidad de materia prima. La cantidad de muestratomada fue de aproximadamente
250 ml de retenido y de permeado, en envases de vidrio con tapa que se mantuvieron
congelados.

3.4.2 Andlisisde pigmentos

3.4.2.1 Carotenoides. Se andizaron en €l jugo, permeado y retenido de melon; los
carotenoides se evaluaron como b-caroteno mediante e método colorimétrico de acuerdo
a Phillipy Chen, (1988), descrito en e Anexo 2.

3.4.2.2 Antocianinas. Fueron analizadas en € jugo, permeado y retenido de mora; éstas
son compuestos hidrosolubles cuya cuantificacion se hizo segin el método 3 de

Macarrone et al. (2000), descrito en e Anexo 3.

3.4.2.3 Polifenoles totales. Estos fueron cuantificados en € jugo, permeado y retenido de
ambas frutas; para su determinacion se utilizo el método colorimétrico de acuerdo a
Singleton y Slinkard (1977), descrito en el Anexo 4.

3.4.3 Determinacion de vitamina C

La determinacion de Vitamina C, en € jugo de las frutas y en sus permeados, se hizo por
HPLC de acuerdo a método analitico de uso interno del CITA.

3.4.4 Determinacion dela capacidad antioxidante
La determinacion de la capacidad antioxidante en €l jugo de las frutas y en los permeados

se hizo a través del método O.R.A.C. (Oxygen radical absorbance capacity) segin Cao et
al. (1996) y descrito en €l Anexo 5.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 FLUJOS DE PERMEADO EN LA MICROFILTRACION TANGENCIAL

A lo largo del proceso de microfiltracion utilizando membrana con tamafio de poro 0.2m
se midi6 d flujo, manteniendo los parametros constantes definidos como éptimos
(Chaverri, 2003)* tales como: presién transmembranaria (2 bares) y cantidad de enzima
(150 ppm).

Los resultados mostraron tendencias diferentes en los flujos de permeado, los cuaes
dependen de la naturaleza de la fruta, de la colmatacion y porosidad de la membrana.

4.1.1 Jugo de meldn

En el primer ensayo de microfiltracion parajugo de meldn, se observo que la densidad de
los flujos del permeado expresados como LMH (litros por metro cuadrado por hora)
presentaron una tendencia ascendente pero con bgjos valores, en un rango de flujos de 30
a 58 LMH en 120 minutos, esto pudo ser debido a una baja permeabilidad de la
membrana causada por un deficiente proceso de limpieza (Figura 4).

60
50 ¢ .
40 2 3
30 ¢
20
10
0 . . . . . .
0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (min.)

Densidad de flujo (LMH

Figura4. Densidad de los flujos del permeado (LMH) en e primer ensayo de MFT de
meldn, membrana con porosidad de 0.2m

2 Chaverri, M. 2003. Proyecto de Graduacién. Elaboracion de un jugo clarificado de melén por medio de
MFT. CITA, Universidad de CostaRica.
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En el segundo ensayo se observaron densidades de flujos mas altos en relacién al primero
obteniéndose un rango de 20 a 110 LMH en 120 minutos. La tendencia difirié mucho del
primer ensayo ya que e flujo de permeado empieza a caer aceleradamente hasta €
minuto 23, donde vuelve a ascender, para recaer hasta volverse mas 0 menos constante
(Figurab).

T 120
= IS
= 100 S -
o
_5‘ 80 . "' #0"
Y o PN
8 60 ‘ o 0o *
S 40 o0
g ®ete L0 o’
o 20 O R L i
c
8 O T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (min.)

Figura 5. Densidad de los flujos del permeado (LMH) en el segundo ensayo de MFT de
meldn, membrana con porosidad de 0.2m

El aumento atipico observado, en el flujo de permeado, durante el proceso podria
explicarse por la concentracion en € retenido de sélidos que no fueron suficientemente
hidrolizados en €l transcurso del tratamiento enziméatico, previo ala MFT. Estos solidos
insolubles generarian un barrido continuo de la capa de colmatagje impidiendo que ésta
aumente. Belleville et al. (1990) reportaron, durante la microfiltracion de vino, que ciertos
polisacaridos de gran tamafio formarian una capa protectora que prevendria el colmataje
interno y permitiria mantener buenas condiciones de filtracién. Dichos autores sefialaron
también que los polisacaridos de baja masa nolar podrian provocar una disminucion en
el rendimiento y un colmatge interno irreversible. Este fendmeno probablemente
predominaria durante la dltima fase de la MFT de jugo de melén, lo que explicaria la
disminucion del flujo de permeado observada a final del tratamiento.
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4.1.2 Jugo de mora

En los ensayos de microfiltracion de mora, los resultados fueron muy diferentes debido a
gue la preparacion del jugo de mora fue diferente. En € primer ensayo se utilizd un
despul pador con malla No. 20, y en el segundo se utiliz6 malla tamafio 20 seguida de otra
de 60 mesh. Esto resulté en tamarios de particulas grandes para € primer ensayo, lo que se
vio reflgjado en flujos de permeado muy bgjos 'y colmatacion muy rgpida de la membrana

En € primer ensayo se observaron flujos muy bagos en un rango de 3 a 8 LMH en 60
minutos. Lo anterior pudo ser causado por la composicion del material a filtrar, ya que
contuvo probablemente mucha cascara, semillasy pectina (Figura 6).
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Figura 6. Densidad de los flujos del permeado (LMH) en e primer ensayo de MFT de
mora, membrana con porosidad de 0.2 m

En el segundo ensayo, el uso de dos mallas en el despulpador aumento considerablemente
los flujos, observandose un rango de 40 a 68 LMH en 60 minutos. La reduccion del
tamafio de las particulas aumentd el area superficia y tal vez permitié que las pectinasas
actuaran de formamas eficiente que en €l primer ensayo (Figura 7).
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Figura 7. Densidad de los flujos del permeado (LMH) en el segundo ensayo de MFT de
mora, membrana con porosidad de 0.2 m

Adicionalmente se llevé a cabo un tercer ensayo con jugo de mora, usando esta vez

membrana con tamario de poro de 0.5m El proceso fue e mismo que € aplicado en €

segundo ensayo con membrana poro 0.2m se pudo observar que los flujos fueron mucho
més dtos, llegando a ser de 1147 LMH en los primeros minutos y bgjando hasta 273

LMH d fina. Esto probablemente debido a que hay un mayor rango de moléculas que
atraviesanla membrana, 1o cua reduce el tamafio y aumenta el tiempo de formacion de la
capa de colmataje. A continuacion se muestra la gréfica de los flujos para € tercer ensayo
de MFT de mora, con membrana de tamafio de poro 0.5 m(Figura 8).
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Figura 8 Densidad de los flujos del permeado (LMH) en € tercer ensayo de MFT de
mora, membrana con porosidad de 0.5 m
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En los tres ensayos realizados la tendencia marcada fue la disminucion gradua de la
densidad de flujo del permeado, |o que se da a medida que la membrana se va colmatando
y que se reduce € volumen de jugo de fruta en la marmita

4.2 CONTENIDO DE CAROTENOIDES, ANTOCIANINAS Y POLIFENOLES
TOTALESEN EL JUGO CLARIFICADO Y EN EL RETENIDO

4.2.1 Jugo de melon

4.2.1.1 Carotenoides. En anbos ensayos, € contenido de carotenoides (expresado como
b-caroteno) se concentré en el retenido (en e permeado fue cero); por ser este pigmento
liposoluble no aparece en e permeado, ya que éste es la fraccion acuosa, sho que
permanece en la pulpa. La membrana deja pasar |os solutos hidrosolubles. Normamente
retiene la fase lipidica aunque no puede impedir € paso marginal de microburbujas de
fase lipidica, que tengan un tamafio menor a tamafio del poro. En € caso del melon, cas
todos los carotenoides son retenidos siendo éstos un indicador del factor de reduccién
volumétrico (FRV).

En el primer ensayo, el contenido de carotenoides va en aumento en el retenido debido a
la concentracién del residuo, por efecto de la filtracion de la fase acuosa (Figura 9).
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Figura 9. Efecto de la MFT del jugo de meldn sobre € contenido de carotenoides usando
membrana con porosidad de 0.2men € primer ensayo

En e segundo ensayo nuevamente el permeado carecid de carotenoides, los cuales se
concentraron en €l retenido. Los valores de estos pigmentos fueron menores que en €l
primer ensayo, a pesar de que en la segunda corrida los flujos de permeado fueron
mayores, |0 que implica que removié mayor volumen de jugo clarificado y e residuo al
guedar més seco, debid tener mayor concentracion de carotenoides. Sin embargo, |0
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anterior podria deberse a uso de enzimas diferentes; en este segundo caso, se uso Tropica
Cloud (celulasay hemicelulasa) que podria haber causado una hidrélisis de

paredes celulares mas efectiva que Rapidasa c-80, lo que se tradujo en un mayor
rendimiento de jugo (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de laMFT del jugo de meldn sobre e contenido de carotenoides usando
membrana con porosidad de 0.2m en & segundo ensayo

4.2.1.2 Polifenoles totales. Los polifenoles totales en ambos ensayos permanecieron
mayoritariamente en e retenido, aunque sus concentraciones variaron. En e primer
ensayo (Figura 11) se encontré un rango de 1 — 4 mg/g en 60 minutos y en e segundo
ensayo (Figura 12) fue de 3-5 mg/g en 60 minutos. En e permeado su concentracion fue
muy baja pero constante en ambos ensayos.
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Figura 11. Efecto de laMFT del jugo de melén sobre & contenido de polifenoles totales
(mg/g) usando membrana con porosidad de 0.2men el primer ensayo
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Figura 12. Efecto de la MFT del jugo de meldn sobre € contenido de polifenoles totales
(mg/g) usando membrana con porosidad de 0.2men el segundo ensayo
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4.2.2 Jugodemora

4.2.2.1 Antocianinas. En ambos ensayos los contenidos de antocianinas fueron mas altos
en & permeado que en € retenido del jugo de mora, lo que indica que son atamente
hidrosolubles. Las antocianinas podrian verse afectadas solo s estuvieran atrapadas de
cierta forma a las particulas ddl jugo; las enzimas usadas fueron celulasa y pectinasa, que
debian actuar sobre estos componentes, liberando e contenido celular de los tgjidos de la
fruta

En e primer ensayo se obtuvieron concentraciones en el permeado dentro del rango de 0.2
a 0.5 mg/L, mismas que fueron bajas ya que dependen de los flujos, los que decayeron por
rapida colmatacion de la membrana (Figura 13), restringiendo el paso de las antocianinas
por los poros. Al usar malla 20, €l jugo obtenido presentd particulas grandes, semillasy
cascaras que no tuvieron una hidrélisis enzimdtica efectiva, consecuentemente el
contenido de antocianinas en e permeado fue bajo.

1.2

1.0 ® Permeado

0.8 Retenido
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Figura 13. Efecto de la MFT del jugo de mora sobre e contenido de antocianinas (mg/L)
usando membrana con porosidad de 0.2men & primer ensayo

En el segundo ensayo se encontraron mayores concentraciones que en el primero, el rango
de antocianinas en e permeado estuvo entre 0.7 y 1.0 mg/L y los valores en €l retenido
fueron muy parecidos a los del primer ensayo, fluctuando entre 0.2 y 0.4 mg/L. Las
diferencias estdn dadas por los altos flujos del permeado y la bgja formacion de la capa de
colmatgje (Figura 14), que favorecieron € paso de las antocianinas hacia € filtrado. En
este caso, € jugo de mora fue cernido dos veces (malla 20 y luego malla 60) resultando en
un jugo Menos Viscoso, con particulas mas pequeiias y por ello e tratamiento enzimético
liber6 més antocianinas del tejido, las que lograron pasar los poros y enriquecieron e

permeado.
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Figura 14. Efecto de la MFT del jugo de mora sobre e contenido de antocianinas (mg/L)
usando membrana con porosidad de 0.2men & segundo ensayo

El tercer ensayo se llevd a cabo utilizando membrana con tamario de poro 0.5m donde la
tendencia es parecida a los previos ensayos; |0s rangos de contenido de antocianinas en €l
permeado estan entre 0.4 y 0.6 mg/L y en € retenido entre 0.2 y 0.4 mg/L. En
comparacion a segundo ensayo los contenidos son menores, debido a que e tamario de
poro facilitdé el paso de un mayor flujo de permeado, € que resultdé menos concentrado
(Figura 15).
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Figura 15. Efecto de la MFT del jugo de mora sobre e contenido de antocianinas (mg/L)
usando membrana con porosidad de 0.5men € tercer ensayo.
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4.2.2.2 Palifenolestotales. El contenido de polifenoles totales en € jugo de mora mostrd
tendencias diferentes en los tres ensayos. Cabe resatar que los tres se efectuaron bajo
condiciones distintas, tales como uso de diferentes mallas del despulpador y tamafio de
poro de la membranas (0.2my 0.5m). En & primer y segundo ensayo, la mayoria de
polifenoles queda en €l retenido, posiblemente por e tamafio de las particulas versus €
poro y la formacion de la capa de colmatgje. El rango de polifenoles totales en e
permeado estda alrededor de 25 a 4 mg/g y en € retenido de 25 a 3.8 mg/g
aproximadamente (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la MFT del jugo de mora sobre e contenido de polifenoles totales
(mg/g) usando membrana con porosidad de 0.2men € primer ensayo

En e segundo ensayo se observé mayor diferenciaen el contenido de polifenoles entre
retenido y permeado. El rango de concentracién en el permeado fuede 3 a4 mg/gy en €

retenido de 0.8 a1 mg/g. (Figura17).
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Figura 17. Efecto de la MFT del jugo de mora sobre e contenido de polifenoles totales
(mg/g) usando membrana con porosidad de 0.2men el segundo ensayo

En e tercer ensayo los polifenoles totales pasaron a permeado, debido al tamafio del
poro, el rango de contenido en el permeado estuvo entre 1y 1.4 mg/g y en €l retenido
entre 0.8y 1.2 mg/g (Figura 18).
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Figura 18. Efecto de laMFT del jugo de mora sobre el contenido de polifenoles totales
(mg/g) usando membrana con porosidad de 0.5men €l tercer ensayo
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Cabe destacar que las tendencias en la distribucion de los polifenoles entre el permeado y
e retenido de los ensayos en mora, son muy similares a las que se observan en €
contenido de antocianinas.

4.3 CONTENIDO DE VITAMINA C EN EL JUGO DE FRUTA Y CLARIFICADO
DEMELONY DE MORA

La vitamina C en las muestras no se pudo determinar por &cido ascérbico, sino
Unicamente €l &cido dehidroascérbico (DHA). En e meldn, el DHA se concentra en €
jugo clarificado por ser hidrosoluble (Cuadro 3); en cambio en morael DHA se encuentra
en concentraciones similares en € jugo clarificado y en €l retenido (Cuadro 4).

Cuadro 3. Contenido de acido dehidroascorbico (DHA) en jugo de meldn, permeado y

retenido
Acido Dehidroascorbico (DHA)
Descripcion (mg/100g)
Jugo de melon 7.4
Permeado @ 60 min con poro 0.2m 15.8
Retenido @ 60 min con poro 0.2m 5.2

Cuadro 4. Contenido de écido dehidroascérbico (DHA) en jugo de mora, permeado y

retenido
Acido Dehidroascor bico (DHA)
Descripcién (mg/100g)
Jugo de mora 16.6
Permeado @ 32 min con poro 0.5m 154
Retenido @ 32 min con poro 0.5m 17.0

Existieron muchas limitaciones en la cuantificacion de vitamina C, una de ellas fue €
prolongado tiempo que las muestras estuvieron congeladas sin ser anadizadas, 1o que
produjo la oxidaciéon del &cido ascorbico de las frutas y 1o hizo “no cuantificable”, sdlo
midiéndose e DHA.

Otra de las limitantes fue la poca cantidad de muestra disponible. Con los valores
sefial ados anteriormente no se pueden sacar conclusiones, se necesita realizar mas ensayos
con a menos tres réplicas y tomar una cantidad mayor de muestras.
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4.4 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN EL JUGO DE
FRUTA Y CLARIFICADO DE MELON Y DE MORA.

4.4.1 Jugo de meldn

En los ensayos llevados a cabo en meldn, no hay datos que permitan emitir conclusiones
claras ya que los valores de capacidad antioxidante fueron afectados por e tiempo que la
muestra estuvo congelada, y porgue las muestras no fueron amacenadas bajo algin medio
gue previnierala oxidacion delos jugos . Para € primer ensayo los valores fueron cero en
los permeados para los 0, 20 y 40 minutos, mostrando un ascenso en e minuto 60 en €l
extracto acuoso (Figura 19).
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Figura 19. Capacidad antioxidante total expresada en mM. L™ de trolox, para € primer
ensayo de MFT de melén, membrana con porosidad de 0.2m

En el segundo ensayo, se observaron valores altos en comparacion al primer ensayo, alos
20 y 40 minutos, ascendiendo desde € minuto O hasta €l 40 y decayendo en el 60, en
donde se abtuvo un valor cero en los valores del permeado (Figura 20).
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Figura 20. Capacidad antioxidante total expresada en mM. L™ de trolox, para el segundo

ensayo de MFT de melén, membrana con porosidad de 0.2m

Los vaores son mayores para € segundo ensayo, por lo que en las microfiltraciones de
melon llevadas a cabo no se puede observar una tendencia.

4.4.2 Jugo de mora

En los ensayos de mora € rango de valores de capacidad antioxidante estuvieron entre
6000 y 15000 mM. L' de trolox para los jugos permeados En general se observa una
tendencia a mantener la capacidad antioxidante, es decir el jugo inicial cuenta con valores
similares alosjugos clarificados. (Figuras 21y 22).
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Figura 21. Capacidad antioxidante total expresada en mM. L™ de trolox, para e primer
ensayo de MFT de mora, membrana con porosidad de 0.2m
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Tanto en € primero como en & segundo ensayo, el ORAC del jugo fresco mostré valores
muy cercanos (15007.044 y 11555.77 en mM. L™* de trolox, respectivamente). El segundo
ensayo muestra una tendencia més uniforme que el primero, que sufre una caida en los 20
y 60 minutos.
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Figura 22. Capacidad antioxidante total expresada en mM. L™ de trolox, para el segundo
ensayo de MFT de mora, membrana con porosidad de 0.2m

En e tercer ensayo de microfiltracion de mora con membrana 0.5m la capacidad

antioxidante muestra una tendencia uniforme con un rango de 9000 a 14000 nM. L™ de
trolox conuna tendencia a incrementarse a los minutos 24 y 32 (Figura 23).
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Figura 23. Capacidad antioxidante total expresada en mM. L™ de trolox, para € tercer
ensayo de MFT de mora, membrana con porosidad de 0.5m



5. CONCLUSIONES

En la microfiltracién del jugo de meldn, la densidad de flujo del permeado fue
irregular, reflegjando ciclos de colmatacion de la membrana seguida por efectos del
barrido de las particulas del retenido.

En la microfiltracién del jugo de mora, la densidad de flujo de permeado fue
disminuyendo paulatinamente con respecto al tiempo, debido a colmatacion de la
membrana.

Para € jugo de meldn, los carotenoides y los polifenoles totales tendieron a
guedarse en € retenido.

Para e jugo de mora, las antocianinas tendieron a quedarse en e permeado;
mientras que los polifenoles totales se distribuyeron iguamente en ambas
fracciones.

La vitamina C se oxido totalmente a &cido dehidroascorbico, concentrandose més
en e permeado del jugo de meldn, mientras que se distribuyd igualmente en el
permeado y €l retenido del jugo de mora.

En cuanto a la capacidad antioxidante de los jugos no se puede establecer
conclusiones debido al lapso de tiempo transcurrido hasta el andlisis.



6. RECOMENDACIONES

Optimizar el tratamiento enzimético para la microfiltraciéon de jugo de mora,

previo a establecimiento del pardmetro de presién transmembranaria, que resulte
en densidad de flujo optimo.

Mejorar e protocolo de lavado de la membrana y asegurarse que se inicia con €
mismo flujo de permeado.

Analizar las muestras a la brevedad posible para evitar dafios por oxidacién; o caso
contrario, mantenerlas en congelacion y protegidas de la luz.
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8. ANEXOS



ANEXO 1.

Ciclo de lavado de la membrana del microfiltrador.

CICLO DE LAVADO DE LA MEMBRANA

ETAPA 1
Agente limpiador Agua
Temperatura 50°C
Duracion 30 min.
CICLOS
10 min: Ptm=0, U=0
20 min: Ptm= 100-200 kPa, U=5 m/s

ETAPA 2

Agente limpiador

agua y Ultrasil 25 (NaOH) al 2%

Temperatura 50°C

Duracion 40 min.

CICLOS

20 min: Ptm=0, U=5

20 min: Ptm= 100-200 kPa, U= 5 m/s
ETAPA 3

Agente limpiador Agua

Temperatura 50°C

Duracién 30 min.

CICLOS

10 min: Ptm=0, U=0

20 min: Ptm= 100-200 kPa, U= 5 m/s

ETAPA 4

Agente limpiador

agua y Ultrasil 10 al 1%

Temperatura 80 °C

Duracion 30 min.

CICLOS

30 min: Ptm= 100-200 kPa, U=5 m/s
ETAPA 5

Agente limpiador Agua

Temperatura 50°C

Duracién 50 min.

CICLOS

10 min: Ptm=0, U=0

20 min: Ptm= 100-200 kPa, U= 5 m/s

Ptm :Presién transmembranaria
Ptm O (Modo de recirculacion)

U: velocidad m/s

Fuente: Vaillant, 2000




ANEXO 2.
Deter minacion de antocianinas. método 3 segin Maccaronne et al. (2000).

CURVA ESTANDAR

Se redlizo una curva estandar con diferentes concentraciones de antocianinas de mora.
Extraccion de antocianinas. La fruta se pasd por un procesador de alimentos y luego se
centrifugo. Se tom6 una alicuota de 10 L del jugo y se filtr6 a través de una jeringa Sep
pack C18 de 5 mL. Se lavé con agua destilada y se recuperd e pigmento lavandolo con
metanolHCI al 0.1%. Esta solucién se evapord a 35°C a vacio y se redisolvio con etanot
HCL (80:20) hasta llevar a volumen conocido.

Cuantificacion. 25 mL de jugo fueron diluidos a 100 mL utilizando una mezcla 80/20 de
95% de etanol y 37% de HCI. La absorbancia fue medida a 535nmy la concentracién (C)
de antocianinas se calcul 6 por la siguiente ecuacion:

Cmg.=( Net Abss3p/ pendiente de curva estandar) x FD

Donde Net Abss3o esté dado por Absszo-(AbS 420+ Abse20)/2.
FD: Factor dedilucion



ANEXO 3.

Deter minacion de carotenoides. EI método utilizado fue el colorimétrico segun Phillip y
Chen, (1988) pero se utilizaron proporciones diferentes en el ensayo.

Extraccion:

Se analiz6 la pulpa de la fruta por duplicado, haciéndola puré en una batidora.

La fruta fue pesada entre un rango de 1.5 a 2.5g (conteniendo aproximadamente 0.05-0.10
mg de carotenoides), luego homogenizada con 15 mL de metanol y 0.25g de MgCQO; por
1 minuto a altas velocidades y filtradas a través de un embudo Buchner, con filtro
Whatman No. 40. Se agregd posteriormente una mezcla de acetona-éter de
petréleo(20:80), en el embudo buchner.

El concentrado filtrado (75mL) se transfirié a un embudo de separacidn y se lavaron con
62.5mL de agua destilada; y una segunda vez con 25mL, lafase acuosa se drenay la capa
de éter de petroleo debe ser secada sobre el sulfato de sodio anhidro. La capa de éter de
petrdleo se diluyey sellevd a’50 mL o 10mL para las medidas espectrofotométricas.

L os carotenoides totales se determinan por espectrofotometria basada en los coeficientes
de extincion (Ey) paralos carotenoides en éter de petréleo; beta-caroteno 2250 a 449 nm
(meldén, banano, mango, pifia), luteoxantina 2250 a 425 nm (pifia), vale recalcar que las
concentraciones cal culadas por este método fueron aproximadas.
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ANEXO 4.

Determinacién de la capacidad antioxidante: método O.R.A.C. (Oxygen radica
absorbance capacity) (Cao et al., 1996).

Reactivos necesarios
Preparacion de las soluciones

Tampon de fosfatos 75 mM de pH 7.4

Se deben preparar las siguientes soluciones de fosfatos:

A : 0.2 M fosfato de sodio monobésico. Pesar 27.8 gramos en 1000mL de agua destilada.
B : 0.2 M fosfato de sodio dibasico. Pesar 53.65 gramos en 1000mL de agua destilada.
Posteriormente:

Mezclar 71 mL de A (mono) con 304 mL de B (di) y aforar a 1000 mL con agua
bidestilada.

Preparar 1500 ml de tampon en total.

Solucién de Fluoresceina 8,16x 10° mM en tamp6n de fosfato pH 7.4.

Solucién Madre: Pesar 0,200 g de fluoresceina (PM 376.3 g/mol) y diluir en 1 litro de
tampdn. Se envasa en botella oscuray se conserva a 4°C hasta por dos meses.

Solucioén de trabajo: Tomar 7.68 pL (medirlos con micropipeta de 20 uL) de la solucion
madre y se aforaa 50 mL con tampdn, para obtener una concentracion de 8.16x10° mM.

Solucion de Trolox de concentracién de 40 M en tamp6n de fosfato pH 7.4.

Solucion Madre: Pesar 0,200 g de Trolox (PM 250,32 g/mol) y diluir en 100 ml de
tampdn. Se envasa en botella oscuray se conserva en un bafio con hielo (4°C).
Solucion de trabajo: Tomar 250 L de la solucion madre y se aforaa 50 mL con tampon.

Solucién de AAPH (Radical Libre) de 153 mM en tampodn de fosfato pH 7.4.

Se pesan 0.4149 gramos de AAPH (PM 271,17 g/mol) y se disuelve completamente en un
balén aforado con 10 mL de tampdn y se conserva en wn bafio con hielo (4°C).



PREPARACION DE LA MUESTRA

Extracto acuoso

1.

2.

Si se trata de una fruta o vegetal entero, retirar la cubierta externay desemillar en caso
de que sea necesario.

Tomar una masa medida de muestra y homogenizarla junto con una masa medida de
agua, buscando que haya una relacion exacta entre el agua'y la masa de la muestra (Ej.
1.1, 1.2).

Colocar en dos tubos de centrifuga una masa medida de muestra homogenizada y
centrifugar durante 10 minutos a 2000-3500 rpm. Determinar e volumen total de
muestra.

Posteriormente a la centrifugacion, tomar los datos referentes ala masa 'y € volumen
del sobrenadante y de lamasay € volumen del residuo del centrifugado.

El liquido sobrenadante corresponde al extracto acuoso que constituye e “jugo” de b
muestra. Almacenar en congelacion.

Extracto acetonico

el SN

Al residuo de la centrifugacion se le determinala masay € volumen, y se le adiciona
un volumen de acetona 1:7 con relacion a volumen medido. La acetona se debe
preparar en una proporcion 1:1 conaguadestilada.

Poner en agitacion € residuo de la centrifugacion y la acetona durante 30 minutos.
Al cabo de los 30 minutos, centrifugar durante 10 minutos a 2000-3500 rpm.
Posteriormente a la centrifugacion, tomar los datos referentes a la masa 'y e volumen
del sobrenadante y de la masay volumen del residuo del centrifugado.

El liquido sobrenadante corresponde a extracto acetdnico, lo que constituye la
“pulpa’ de la muestra. Almacenar en congelacion.

MEDICION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Acondicionamiento del equipo de Espectrofluorofotometria.

1.

2.
3.
4

o0

~

Conectar y prender € regulador de voltge.

Conectar y prender e espectrofluorofotometro en el botdn frontal abajo del panel.

En la pantalla se despliegan una serie de iconos y todos deben estar OK.

Posterio rmente aparece un menu de inicio. En ese momento se procede a prender la
|&ampara de Xendn, cuyo interruptor de encuentra en el costado derecho del equipo.
Nuevamente se despliegan los iconos y posteriormente e menu de inicio.

Se debe seleccionar € modo 2 Cuantitativo del menu deinicio.

Posteriormente se deben gustar las condiciones de trabagjo del equipo. Se debe
seleccionar 2 Longitud de onda de excitacion y gustar a 493 nm. Luego se selecciona
3 Longitud de onda de emision y gjustar a 515 nm. Por dltimo, se debe seleccionar 5
NC de repeticiones e indicar 3 repeticiones.



10.

11.
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Al finalizar de gustar las condiciones, seleccionar de las funciones del pie de pantala
la que indica Samplemess.

El equipo esta listo para redlizar la medicion de la fluorescencia. Antes de redizar la
primera medicion se debe oprimir Auto/Zero. Para redizar la medicion se debe
oprimir Start/Stop. Para eliminar los datos innecesarios se debe oprimir Clear.

Cuando se finalizan las mediciones y se debe apagar € equipo, se oprime Return dos
veces hasta llegar a menu de inicio. Se procede a apagar primero lalampara de Xenon
en e interruptor ubicado en el costado derecho del equipo. Se espera unos 5-10
minutos con el fin de que &l equipo enfrie lalampara antes de apagarlo.

Por dltimo se apaga € equipo en e botén frontal, se apaga laregletay se apagay se
desconecta e regulador de voltagje.

Medicion de la fluorescencia

Para la medicion del poder antioxidante de las muestras, se deben preparar diluciones
de los extractos (acuoso o &ténico), con e objetivo de que € poder antioxidante
decaiga en un lapso de 45 minutos a un 10% del valor iniciad medido. Para ello se
toman 100mL de extracto y se diluye en un volumen conocido de agua destilada, €l

cua puede oscilar entre 10mL a 500mL o 1L inclusive, dependiendo del tipo de
muestra por analizar.

En un tubo de ensayo, colocar 250l de la dilucion del extracto acuoso (jugo) o del

extracto acetonico (pulpa) que se obtuvo de la muestra. En € caso de redizar la
medicién de un blanco se debe adicionar, en su lugar, 2501 de la solucién tampon de
fosfatos y s se desea realizar una medicion del patron se deben adicionar entonces
250nL de solucion de trolox.

Luego se afladen 1.5 ml de la solucion de Fluoresceina 'y se coloca e tubo en un bafio
maria por 15 minutos a 37°C.

Al cabo de este periodo se realiza la primer medicién, a tiempo 0, colocando la
mezcla anterior en la cubeta de espectrofluorofotometriay ubicandola en el equipo. La
cubeta posee una marca (6) para que ésta sea colocada siempre en la posicion.

Después de esta medicion, se procede a afadir 250mL de la solucion de AAPH

(radical libre) y se empieza a tomar € tiempo a partir de este momento. Se debe
realizar lamedicion por triplicado cada minuto. Cuando se acanzan los 45 minutos se
debe tener un 10% del valor medido al tiempo 0, si esto no ocurre se debe trabgjar con
las diluciones, ya sea para concentrar o para diluir la muestra.

Por Ultimo se deben anotar todos los datos en la hoja de resultados e introducirlos en la
hojade célculo para obtener € resultado.



ANEXOS..
Deter minacion de Fenoles Totales: (Singleton'y Slinkard, 1977)
Procedimiento 1.

Preparacion de Curva Patrén.
Solucion madre: 40mg de &cido galico/100mL de agua destilada

No. Tubo Concentracion (mg/L) | Solucion madre (mL) Aguadestilada (mL)
0 0 0.00 2.00
1 20 0.05 1.95
2 40 0.10 1.90
3 60 0.15 1.85
4 80 0.20 1.80
5 100 0.25 1.75
6 120 0.30 1.70
7 140 0.35 1.65
8 160 0.40 1.60

Tiempo de reaccion: 2 horas.

Y=0.0053x + 0.0337

R?=0.9971

Nota: en caso de que el &cido galico no se disuelva, se puede utilizar 5 mL de etanol a
95%.

Procedimiento 2.

0.25 mL de muestra o patron
1.25 mL de Folin- Ciocalteu
1 mL deNaCO3 a75g/L

Hacer un blanco, y € volumen final es de 2.5 mL, leer a unalongitud de onda de 465 nm.
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