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RESUMEN

Cardona J. 2005 Extraccion enzimatica y analisis cualitativo del jugo de acai (Euterpe
oleracea Mart.). Proyecto especial del Programa de Ingenieria Agroindustrial. Zamorano,
Honduras. 31 p.

El acai (Euterpe oleracea Mart.) es una fruta que ha venido ganando bastante importancia
debido a sus componentes altamente nutritivos y a su potencial nutracéutico. El proceso
de extraccién enzimatica es considerado beneficioso y mejor que el proceso térmico-
mecanico en varias frutas. El objetivo de este estudio fue incrementar el porcentaje de
extraccion de jugo de la pulpa de acgai a través de tratamientos enzimaticos y medir la
reduccion de las cualidades en lo que a polifenoles se refiere. Los experimentos se
realizaron en el Departamento de Ciencia de alimentos y Nutricion Humana (FSHN) de la
Universidad de Florida. Se utilizaron tratamientos de celulasa (C), pectinasa (P), una
combinacion de ambas (PC) y un testigo (B) de pulpa de acai expuesta unicamente a
temperatura. Se incubaron las muestras (25 U/mL) de puré con enzimas por 0, 15, 30, 60
y 120 min a la temperatura Optima de cada enzima. 25°C (P), 31°C (B) y (PC) y 37°C (C).
Debido al poco dafio causado por las enzimas en los factores cualitativos (capacidad
antioxidante, concentracion de antocianinas y fenoles solubles totales), se procedio a
duplicar los tiempos de incubacion a 0, 1, 2, 3 y 4 horas, y la concentracion enzimatica
(50 U/mL) para evaluar cambios negativos en la calidad del jugo. Se midi6 el porcentaje
de extraccion de jugo, concentracion de antocianinas, capacidad antioxidante y fenoles
solubles totales. Los tratamientos enzimaticos tuvieron un efecto directo en la extraccion
de jugo. El incremento en extraccion de jugo tuvo una tendencia logaritmica porque al
duplicar la dosis de tiempo y concentracidon enzimatica, el porcentaje de jugo extraido no
aumento a la misma tasa. La aplicacion de celulasa a 50 U/mL durante 4 horas produjo el
mayor porcentaje de jugo (33.64%) sin dafar la capacidad antioxidante o el color de las
muestras.

Palabras clave: Acai, celulasa, porcentaje de extraccion, capacidad antioxidante.

Julio R. Lépez M. Sc.
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1. INTRODUCCION

El Acai (Euterpe oleracea Mart.) es una fruta tropical altamente consumida en el Brasil,
especificamente en el noreste. Ultimamente y gracias a su contenido nutricional, el acai ha
tomado gran importancia en mercados extranjeros especialmente en los Estados Unidos.

Esta fruta ha sido y es consumida por los habitantes de la amazonia y representa una
fuente importante de nutrientes en las dietas de algunas poblaciones Caboclo (Rogez,
2000). Ademas se utiliza la nuez del agai para algunas decoraciones y joyeria de la zona.

Existen diversos productos hechos a bases de agai que van desde productos en polvo,
pastillas, hasta jugos de frutas tropicales. (Del Pozo et al, 2004).

No se ha podido encontrar mucha informacion respecto a tratamientos enzimaticos
aplicados a esta fruta, pero diversos estudios demuestran las bondades en la relacion entre
frutas y enzimas.

El presente estudio es uno de los primeros pasos en una gran investigacion que esta
empezando a desarrollarse en el mercado estadounidense para sacar al mercado mas
productos nutricionales y de alguna manera encontrar la mejor forma de manipular y
conocer esta materia prima. El tratamiento de extraccidbn enzimética de jugo ha
funcionado en otras frutas. Este sistema podria ser una alternativa para aumentar la
produccion de jugo clarificado de agai sin cambiar significativamente su contenido
nutricional.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Incrementar el porcentaje de extraccion y evaluar la calidad nutracéutica del jugo de acai
obtenido por medio de tratamientos enzimaticos.

1.1.2

1.2

121

1.2.2

Obijetivos especificos

Evaluacion del porcentaje de extraccion a diferentes tiempos de incubacion 0-4
horas.

Analizar la capacidad antioxidante de los compuestos del jugo.
Cuantificar los polifenoles presentes en el jugo.

Evaluar las diferencias en concentracion de antocianinas entre las muestras
incubadas.

Evaluacion de los tratamientos enzimaticos para su uso a posteriori en el
procesamiento de agai.

ALCANCES Y LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Alcances

Investigar la interaccion del jugo de agai con tratamientos enzimaticos para reducir
el desperdicio en la produccion de jugo de agai.

Lograr incrementar el porcentaje de extraccion de jugo clarificado de acai

Analizar cualitativamente el jugo de agai (capacidad antioxidante, fenoles solubles
totales, concentracion de antocianinas).

Limitaciones

Limitantes econdémicas y de tiempo no permitieron un estudio mas profundo sobre
todos los factores que afectan la calidad del jugo de acai y sus cambios con los
tratamientos realizados.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 CONTEXTO GENERAL

Segiin Murrieta et al. (1999), el agai es una planta muy utilizada por poblaciones
indigenas en la amazonia. Los altos niveles de energia y proteina en la dieta
probablemente se relacionan con el consumo de esta fruta. La pulpa de agai es una fuente
de vitamina E, fibras, cobre, boro, entre otros (Rogez, 2000).

El fruto del agai contiene polifenoles que son muy codiciados por su color y su capacidad
antioxidante (Del Pozo-Insfran, 2004). Estos atributos le dan al agai y a otras frutas el
potencial de disminuir la incidencia de enfermedades cronicas como shocks
hemorragicos, arteriosclerosis, promocion de tumores, carcinogénesis, entre otros
(Sambazon).

Ya que el agai contiene muchos solidos que en la actualidad representan un desperdicio,
se ha tratado, como en otras frutas, de incrementar la producciéon de jugo por medio de
tratamientos enzimaticos. Estos tratamientos son muy utilizados en el procesamiento de
frutas y vegetales para incrementar la cantidad de jugo extraido (Demir, 2001).

El proceso enzimdtico es considerado beneficioso y mejor que el proceso térmico-
mecanico en varias frutas. En particular el uso de celulasas y pectinasas ha sido parte
integral del moderno procesamiento de alimentos no sélo por la facilidad al exprimir la
materia prima sino también por asegurar la alta calidad del producto final (Sreenath,
1994).

En estudios aplicados a produccion de vino, se habla de que el uso de enzimas incrementa
la extraccion de polifenoles y la calidad del color. Los resultados en indice de color,
contenido de antocianinas y fenoles son mds altos en las muestras sometidas a
tratamientos enzimaticos que en el testigo sin mostrar cambios significativos en los
parametros de calidad (Pardo, 1999). En otro estudio sobre jugo de manzana (Mihalev,
2004) se demostrd que la maceracion enzimatica de jugo de manzana afecta positivamente
su potencial antioxidante. Este efecto estd directamente relacionado al uso de enzimas y
no asi a temperatura ya que el experimento se realiz6 a 20+3 °C.

2.2 ACAI

El Agai (Euterpe oleracea Mart.), de la familia Palmae y originaria de los valles y orillas
de rios en la Amazonia, es una palma de alrededor de 25 metros de altura. Crece en forma



de mata, es decir, que muchos tallos salen de una misma raiz. Puede haber desde 3 hasta
25 tallos por mata en diferentes etapas de crecimiento. Sus hojas de coloracion verde
oscura pueden alcanzar un tamafio de 2 metros. Presenta pequefias flores agrupadas en
grandes racimos de coloracion amarillenta que aparecen a partir de septiembre hasta enero
pero estan presentes casi todo el afio (Sambazon, 2002).

Los frutos de la palma del acai tienen una forma esférica, de 1 a 1.4 centimetros de
didmetro y color violeta. Cada palma produce 3 o 4 manojos conteniendo de 3 a 6
kilogramos de fruta cada uno. La produccion de fruta se da durante todo el afio, sin
embargo la mayor produccion esta entre los meses de julio y diciembre (Sambazon).

Cuadro 1. Caracterizacion fisico-quimica de la pulpa de acai.

COMPOSICION VALORES
pH 5.23+0.01
Solidos solubles totales (°Brix) 4.80 +0.02
Acidez titulable (% &cido lactico) 0.21 £0.00
Solidos totales (%) 1527 +£0.04
Soélidos insolubles (%) 10.41 +£0.10
Solidos solubles (%) 4.86 +0.14
Humedad (% base htimeda) 84.73 £0.04
Cenizas (%) 0.64 £ 0.01
Proteinas (%) 1.63+£0.01
Lipidos (%) 6.49 +0.03

Fuente: Pereira (2002)

221 Beneficios a la salud

El agai gand fama gracias a su alta capacidad antioxidante, grandes cantidades de
radicales libres que estan implicados en la disminucion de riesgo de algunas enfermedades
como artritis, disfunciones gastrointestinales, arteriosclerosis, entre otras (Sambazon,
2002).

Seglin un estudio técnico realizado por la empresa Sambazon, (2002) el a¢ai cuenta con
un perfil nutricional muy completo:

e Provee al consumidor con vitamina C que no es producida en el cuerpo y debe ser
consumida diariamente. Los requerimientos diarios son de 45 mg/dia. Esta
vitamina es necesaria para la produccion de coldgeno, inicia la conversion de
colesterol en acidos biliares en el higado, etc.

e Contiene 45mg/100mg de materia seca de vitamina E (o-tocoferol) que es un
potente antioxidante. Al igual que la vitamina C esta vitamina debe ser consumida
en la dieta. Previene la oxidacion de otras vitaminas (A y C). A la vez protege a



los globulos rojos de la hemolisis y previene la oxidacion de acidos grasos
polinsaturados.

Entre los minerales que presenta el agai estan: calcio, hierro y potasio que cumplen
funciones vitales en el cuerpo como la formacion de huesos, asociacién con la
sangre para atrapar oxigeno y mantener la excitacion nerviosa y muscular
respectivamente.

Posee acidos grasos esenciales (omega 6 y 9) que no son producidos por el cuerpo
y son de vital importancia para la formacion o sintesis de algunos componentes
biologicos. Ej. Prostaglandina.

Contiene una variedad de polifenoles que han ganado fama por su funcionamiento
en disminuir la incidencia de enfermedades como el céncer y otras anteriormente
mencionadas. La presencia de antocianinas y otros polifenoles en la pulpa de agai
puede verse en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Contenido de polifenoles y antocianinas (mg/L pulpa fresca) en Acai
(Euterpe oleracea Mart.).

Compuesto Contenido
P (mg/L pulpa fresca)

Cianidina 3-glucésido (antocianina) 1040 + 58.2
Pelargonindina 3-glucésido (antocianina) 74.4+2.90
Acido ferulico (polifenol) 212 £5.29
(-)-epicatequiza (polifenol) 129 £3.28
Acido p-hidroxibenzoico (polifenol) 80.5+2.00
Acido Gaélico (polifenol) 64.5+ 1.64
Acido protocatachuic (polifenol) 64.4+1.64
(+)-catequiza (polifenol) 60.8 +£1.98
Acido ellagico (polifenol) 55.4+1.39
Acido vanilico (polifenol) 33.2+1.39
Acido p-coumdrico (polifenol) 17.1£1.23
derivado 1 de acido galico (polifenol) 473 +1.40
derivado 2 de 4cido gélico (polifenol) 18.4 +£0.89
derivado 3 de acido galico (polifenol) 17.3+1.25
derivado 4 de 4cido gélico (polifenol) 13.3+£0.96
derivado 5 de acido galico (polifenol) 3.90+0.18
Derivado de acido ellagico (polifenol) 19.5+0.40

Fuente: Del Pozo et al (2004)

2.3

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Existe evidencia epidemiologica que un incremento en los niveles de consumo de frutas y
vegetales en la dieta reduce el riesgo de cancer y enfermedades del corazon (Parr, 2000).



Segiin este autor hay investigaciones que demuestran la accidn positiva de los
antioxidantes ante estos problemas que representan las principales causas de muerte en el
hemisferio Occidental.

Los antioxidantes son radicales libres que reaccionan con compuestos para prevenir la
oxidacién de otros. De acuerdo con Parr (2000), existen estudios en antioxidantes y otros
radicales secuestradores para reducir la severidad de un mal degenerativo. Los radicales
libres han sido implicados en jugar un papel importante en muchas enfermedades
crénicas, pero actualmente s6lo hay prueba de algunos casos como céncer y problemas
cardiacos.

Hace algunos afios se le prestaba mucha atencion a la capacidad antioxidante de las
vitaminas C y E y a los carotenoides, pero de acuerdo con Parr (2000), los flavonoides
han tomado gran importancia en estos ultimos afios debido a su poderosa capacidad
antioxidante.

2.4 EXTRACCION ENZIMATICA EN JUGOS DE FRUTAS

De acuerdo con Sreenath (1994), el proceso enzimatico es reconocido por una variedad de
ventajas sobre el proceso termo-mecénico en varias pulpas de fruta. Segiin Demir (2000),
la hidrdlisis enzimatica de la pared celular incrementa el porcentaje de produccion de
jugo, reduciendo aztcares, materia seca soluble y 4acidos galacturénicos en diversos
productos. La pulpa resultante tiene una viscosidad menor y la cantidad de desperdicio se
reduce.

Los tratamientos enzimaticos conllevan a una extensa degradacion de pectinas y celulosas
que conforman las paredes celulares de la fruta. Actualmente se estdn usando pectinasas y
celulasas en la industria de procesamiento de frutas ya que no sélo facilita el prensado
sino también asegura la mayor calidad posible en los productos tratados. Segin Sreenath
(1994), estas enzimas ayudan al ablandamiento de los tejidos y a la liberacion de
compuestos atrapados en las células.



Cuadro 3. Efecto del tratamiento con pectinasa y celulasa en el porcentaje de
recuperacion de jugo en tandas de residuo de pifia (g/100g de pulpa fresca).

Porcentaje de Recuperacion de jugo

I Tanda II Tanda III Tanda IV Tanda
Tratamiento Paso Paso Paso Paso Paso Paso Paso Paso
1 1+2 1 1+2 1 1+2 1 1+2
62.8 7194 66.66 74.12 6333 7233 6481 7544
Testigo (sin enzimas) + + + + + + + +

996 6.13 632 1031 6.12 6.01 9.96 6.17

76.50 75.00 80.98 78.89 81.43
Pectinex - - - + + + + +

996 954 532 10.75 6.88

76.30 76.50 83.96 78.00 81.89
Celluclast - - - + + + + +

948 867 480 11.20 7.62

78.40 74.75 86.14 80.12 83.83
- - + + + + +

10.50 10.12 4.40 8.96 8.15

Mezcla
(Pectinex+Celluclast)

Fuente: Sreenath (1994).

En otro estudio Mihalev (2004) demostré que el licuado de la pulpa de manzana usando
enzimas pectoliticas y celuloliticas increment6 el contenido de polifenoles en los jugos
extraidos comparados con los jugos Premium que son producidos por proceso
convencional de maceracion con enzimas pectoliticas; sin embargo, el uso de enzimas

celuloliticas estd prohibido para la produccidon de jugos en la Union Europea. (Mihalev,
2004).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 UBICACION

El presente estudio fue realizado en las instalaciones del departamento de Ciencia de
Alimentos y Nutricion Humana (FSHN) de la Universidad de Florida, Gainesville, FL.
USA.

3.2 MATERIALES

e Pulpa de agai. (resultado del procesamiento y separacion de céascara y semilla del
acaf)

e Agua destilada.

e Agua deionizada.

e Pectinasa (Aspergillus niger) Actividad 3500 u/g. temperatura 6ptima 25°C. MP
Biochemicals.

e Celulasa (Trichoderma virde) Actividad 11.2 u/mg. Temperatura optima 37°C. MP

Biochemicals.

Trolox (6-hidroxy-2,5,7,8-tetrathylchroman-2-carboxylic acid). Sigma-Aldrich.

Buffer de fosfato (0.75M K,HPO4 y .0.75M NaH,PO,) a pH 7. Fisher Scientific

Radical 2,2"-Azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH). Sigma-Aldrich

Flourescein. Sigma-Aldrich.

Reactivo Folin-Ciocalteau. Sigma-Aldrich

Acido Galico. Sigma-Aldrich.

Carbonato de Sodio (Na,COs). Fisher Scientific.

Buffer (KCl y HCI) a pH 1.0. Fisher Scientific.

Tubos de ensayo con tapa. Fisher Scientific.

Microplatos. Fisher Scientific.

Erlenmeyers. Fisher Scientific.

Beakers. Fisher Scientific.

Papel encerado. Fisher Scientific.

Papel aluminio. Fisher Scientific.



3.3 EQUIPOS

Fmax Molecular Devices.

HPLC Dionex.

Spectra Max 190. Molecular Devices.

Potenciometro Digital 109. Corning.

Vortex Genie 2 12-812 Fisher Brand®.

Balanza analitica APX 100 Denver Instruments.

Bano Maria. Waterbath Isotemp 210. Fisher Scientific.
Centrifuga. Modelo 225. Fisher Scientific.

3.4 METODOS

34.1 Disefio experimental

Se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA) para todos los pardmetros de calidad
y cantidad de este trabajo.

Se realizaron dos ensayos. En el primero se utilizaron tres tratamientos celulasa (C),
pectinasa (P), mezcla pectinasa-celulasa (PC)) a una concentracion de 25 U/mL y
expuestos a bafio maria por 0, 15, 30, 60 y 120 minutos a temperaturas éptimas para cada
enzima. Para evaluar los tratamientos se usd un testigo expuesto a una temperatura
promedio (31°C) por el mismo tiempo. Se extrajo tres muestras por cada tratamiento a los
0, 15, 30, 60 y 120 minutos.

Para el segundo ensayo se increment6 la concentracion enzimatica a 50 U/mL y el tiempo
de exposicién a 0, 1, 2, 3 y 4 horas. Ya que en el primer segmento del estudio se observo
un mejor comportamiento por parte de celulasa y pectinasatcelulasa, estos dos
tratamientos fueron comparados con un testigo exactamente igual que el del primer
ensayo. Al igual que en el primer estudio se realizaron tres repeticiones por tratamiento.

3.4.2 Produccion de jugo

Se prepararon 100 mL de muestra. Se mezclaron 95 mL de puré de acai con 5 mL de
enzima diluida en buffer 4.2. El testigo llevd tinicamente 5 mL de del mismo buffer. Se
extrajeron 6 mL para cada tubo (3 repeticiones por tiempo) a 0, 15, 30, 60 y 120 minutos.
Se centrifugaron las muestras por 10 minutos y luego se midié la cantidad de jugo
separado del desperdicio en cada tubo. Los datos se reportaron en centimetros de longitud
de la porcion de jugo presente en los tubos de ensayo y fueron interpretados como el
porcentaje de variacion comparado con el testigo y las primeras muestras de cada
tratamiento a 0 horas.
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34.3 Pérdida de color (calidad) en el jugo

Se hizo una dilucion de 100x de jugo de acai con buffer pH 1.0 para el analisis
espectrofotométrico a 520nm de longitud de onda. Por medio de un espectrofotometro se
midi6 la cantidad de antocianinas presentes para determinar la calidad del jugo de agai en
funcion de su color. Los datos se reportaron en partes por millon de antocianinas en las
muestras y fueron interpretadas como el porcentaje de variacion comparado con el testigo
y las primeras muestras de cada tratamiento a 0 horas.

3.4.4 Capacidad antioxidante (Método ORAC)

Previo al andlisis se prepararon los diferentes agentes: el buffer, la solucion fluorescente y
el radical. Se elaboro la solucion buffer de fosfato pH 7.0 con la que se prepararon las
muestras y la curva estdndar a una dilucion 500x. La curva estdndar consiste en una
mezcla de Trolox® (Anéalogo soluble en agua de vitamina E) y buffer. Se preparo la
solucion fluorescente con 10 ul. de Fluorescein concentrado mas 50 mL de buffer. Se
agregd 50 pL de jugo y/o curva estandar con 100 pL. de flourescein mas 50 pL de radical
AAPH. El microplato fue analizado por 70 minutos con lecturas cada 2 minutos por
medio del método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity). Se analizd la
capacidad antioxidante del jugo de acgai en el Fmax. Los datos se reportaron en
micromoles de equivalente de Trolox por mlilitro y fueron analizadas como el porcentaje
de variacion comparado con el testigo y las primeras muestras de cada tratamiento a 0
horas.

3.45 Fenoles Solubles Totales (Método Folin-Ciocalteu )

Se prepararon los agentes necesarios para la prueba, el reactivo Folin-Ciocalteau
(diluyendo 125 mL de reactivo FC comercial en un litro de agua destilada) y el carbonato
de sodio (disolviendo 105.99g de Na,CO; en 800 mL de agua destilada para luego
llevarlo a un volumen de un litro). Se hizo una dilucioén de 50x de jugo con agua destilada.
Se hizo una curva estandar de acido galico y agua destilada. Se tomé 100 uL. de muestra
que fue mezclada con 1 mL de reactivo FC y se esper6 3 minutos para luego adicionar 1
mL de carbonato de sodio para detener la reaccion, posteriormente se analizd las muestras
a una longitud de onda de 726nm en un espectrofotometro. Se cuantifico la cantidad de
fenoles solubles presentes en el jugo. Los datos se reportaron en miligramos de fenoles
por kilogramo de muestra y fueron examinados como porcentajes de variacion comparado
con el testigo y las primeras muestras de cada tratamiento a 0 horas.

3.4.6 Andlisis cualitativo de antocianinas

Este analisis se realiz6 por medio de un HPLC con un detector PDA 100. Se utiliz6 una
columna de fase reversa a una longitud de onda de 520nm con una fase movil a base de
agua (Fase A) y 60% de metanol (Fase B), ambas fases moviles fueron ajustadas a un pH
2.4 con acido o-fosforico. Se controlaron los gradientes de solventes. Se corrio fase B



11

desde 0 hasta 30% en 3 minutos, de 30 a 50% en 5 minutos, de 50 a 70% en 17 minutos,
de 70 a 80% en 5 minutos, de 80 a 100% en 5 minutos y se mantuvo asi durante los
ultimos 10 minutos del andlisis a una velocidad de flujo de 1 mL/min. Las muestras
fueron diluidas 5x.

3.4.7 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se evaluaron con el programa SAS® “Statistical Analysis
System” utilizando un analisis de varianza (ANDEVA) con una significancia del 95% y
una separacion de medias LSD para determinar si existia diferencia significativa entre el
porcentaje de extraccion de jugo y factores cualitativos capacidad antioxidante,
concentracion de antocianinas fenoles solubles totales) de los tratamientos enzimaticos y
el testigo.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 PRIMER ENSAYO

En la primera parte del estudio se analizaron las muestras de puré¢ con tratamiento
enzimatico y en el Cuadro 4 se ven las separaciones de media de cada estudio.

Cuadro 4. Efecto de tratamientos enzimaticos en el rendimiento de extraccion,
concentracion de antocianinas, capacidad antioxidante y fenoles solubles totales del
jugo de acai. Primer ensayo.

Porcentaje comparado con el inicial

Concentracion

. Extraccion Capacidad Fenoles solubles
Tratamiento : de N
de jugo . antioxidante totales
antocianinas
Testigo (B) 0.58°¢ 102.88" 105.19° 91.29°
Pectinasa (P) 5.30° 94.11° 99.14° 100.92%
Celulasa (C) 7.07% 115.66° 102.07° 119.24°
Ambas (PC)* 8.83° 104.64° 99.81° 111.44%

* Ambas: Combinacién de pectinasa y celulasa a 12.5 U/mL cada una.

4.1.1 Incremento en la produccion de jugo

El Cuadro 4 muestra que el porcentaje de extraccion sin tratamiento enzimatico no varia
significativamente por mas tiempo que se deje. No existen diferencias significativas entre
los tratamientos de celulasa y pectinasa-celulasa pero si se observa diferencia respecto al
tratamiento de pectinasa y al testigo, esto prueba la funcionalidad de las enzimas en la
ruptura de paredes celulares para la liberacion de agua y algunos componentes hidrofilicos
contenidos en la misma.

En la Figura 1. La tendencia general sin importar el tratamiento es que todas las enzimas
incrementan el porcentaje de jugo entre mas tiempo se les dé para trabajar. A medida se
incremento el tiempo de incubacion (Figura 1), el testigo s6lo aument6 2.56% de jugo
mientras que la extraccion de jugo con tratamiento enzimatico obtuvo 25% en el caso de
la combinacidn celulasa-pectinasa incubada a 31°C, un 16% para la celulasa incubada a
37°Cy 12.4% paras pectinasa, todas por un periodo de 2 horas.
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Figura 1. Porcentaje de recuperacion de jugo por medio de centrifugacion después
de 2 horas (ENSAYO 1)

41.2 Pérdida de color

Después de 2 horas de incubacion el testigo y el tratamiento con pectinasa redujeron la
cantidad de antocianinas en alrededor de 20% de la concentracion inicial (Figura 2). Los
tratamientos con celulasa y la combinacion pectinasa-celulasa mantuvieron su calidad en
cuanto a color se refiere. En el Cuadro 4 se ve que hubo diferencia de 11% entre celulasa
y la combinacion (PC) y més atin con los demas tratamientos y el testigo, esto demuestra
que celulasa se comportd mejor con las muestras ya que no redujo color y fue el mejor
tratamiento.

De acuerdo al analisis estadistico el tratamiento con celulasa fue 13% mas alto en
antocianina que el testigo, esto demuestra que tuvo un mejor comportamiento ya que no
afecto a la calidad en color del jugo.

El testigo y el tratamiento de pectinasa se mantuvieron la concentracion de antocianinas
hasta los 30 minutos de incubacion, (Figura 2) donde empezaron a disminuir. El
tratamiento de pectinasa al final de las 2 horas bajo en 23.81% la concentracion de
antocianinas presentes en el jugo. Véase Figura 2. El testigo bajo hasta 19% lo que
demuestra que los tratamientos de celulasa y pectionasa-celulasa de alguna forma
ayudaron a mantener estable la calidad del jugo por 2 horas.



14

140%

130%
120% ~

110% - A
ﬁ_ X X X
100% 4

90% -

Porcentaje

80% A LSD: 10.75

70% f{—o—Testigo == Celulasa =/ Pectinasa =X-—Ambas

60%
0 15 30 60 120
Tiempo (min)

Figura 2. Porcentaje de antocianinas en jugo de acai con tratamientos enzimaticos.
(ENSAYO 1)

4.1.3 Capacidad Antioxidante
Como se puede observar en el Cuadro 4 no hubo diferencias significativas entre los

tratamientos y el testigo, esto demuestra que no se perdid la capacidad antioxidante
después del tratamiento térmico-enzimatico por 2 horas.
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Figura 3. Porcentaje de umol de Trolox en jugo de acai con tratamientos
enzimaticos. (ENSAYO 1).

Hubo un comportamiento similar de todos los tratamientos que se mantuvieron muy cerca
del 100% (Figura 3). Esto demuestra que la capacidad antioxidante no se vio afectada por
los tratamientos enzimaticos y que todavia se pudo incrementar el tiempo de incubacion.
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Figura 4. Porcentaje de la concentracion de polifenoles en jugo de acai con
tratamientos enzimaticos. (ENSAYO 1)

El Cuadro 4 muestra que la pulpa de acai sin enzimas bajoé su contenido fendlico
significativamente desde el inicio de la incubacion. No hubo diferencias significativas
entre celulasa y la combinacion y que, al igual que en el analisis de Concentracion de
antocianinas, estos dos tratamientos mantuvieron la calidad del jugo incluso mejor que el
testigo que disminuy6 en un 16.5% y fue significativamente diferente.

Celulasa y la combinacion pectinasa-celulasa podrian aguantar mayor exposicion térmica
ya que no disminuyeron su contenido fenélico (Figura 4). Esto no ocurre con pectinasa ya
que a partir de los 30 minutos la concentracion de polifenoles disminuy6 hasta llegar a un
6.42% por debajo del porcentaje inicial.

4.2 SEGUNDO ENSAYO

Los estudios del primer ensayo mostraron que los tratamientos con celulasa y la
combinacion celulasa-pectinasa fueron los que mejor interactuaron con las muestras por
ello se decidié duplicar el tiempo y la dosis enzimatica para ver si estos tratamientos
tenian alguna repercusion negativa en la calidad final del jugo.
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Cuadro 5. Efecto de tratamientos enzimaticos en el rendimiento de extraccion,
concentracion de antocianinas y capacidad antioxidante del jugo de acai. Segundo
ensayo.

Porcentaje comparado con el inicial

Concentracion

Extraccion Capacidad

Tratamiento . de L
de jugo - antioxidante
antocianinas
Testigo (B) 1.88° 105.74° 111.17°
Celulasa (C) 16.73° 120.91* 107.00*
Ambas (PC)* 18.35° 97.03° 79.99°

* Ambas: Combinacion de pectinasa y celulasa a 25 U/mL cada una.

4.2.1 Incremento en la produccion de jugo

Se realiz6 el mismo procedimiento que en la primera prueba pero se utiliz6 S0U/mL de
enzima durante 4 horas.

Segun los resultados expuestos en el Cuadro 5, el testigo no aumento significativamente el
porcentaje de extraccion de jugo con solo un 3.36%. Los tratamientos enzimaticos (C) y
(PC) lograron extraer alin mas jugo que en la fase inicial y no hubo diferencias
estadisticas entre ellos. A la vez se observa una diferencia grande entre los tratamientos y
el testigo, mostrando asi el eficiente trabajo de las enzimas en la degradacion de paredes
celulares.

Como se puede observar en la Figura 5, a pesar que no hubo diferencia en el porcentaje de
extraccion entre los dos tratamientos enzimaticos, el tratamiento con celulasa aun tiene
una pendiente positiva de lo cual se puede inferir que todavia se podria seguir extrayendo
jugo de la pulpa mientras que en el caso de la mezcla (PC), se ve una fase de crecimiento
lento, casi nulo en la curva, lo que muestra que a partir de cuatro horas ya no seria posible
seguir extrayendo mas jugo, aun si se deseara aplicar mas tiempo o concentracion del
tratamiento.
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Figura 5. Porcentaje de recuperacion de jugo después de 4 horas (ENSAYO 2)

422 Pérdida de color

La pulpa de agai sin tratamientos enzimaticos mantuvo su concentracion de antocianinas a
pesar de la exposicion térmica durante 4 horas (Figura 6).

El tratamiento de celulasa trabajo mejor respecto a la interaccion con las antocianinas del
jugo ya que mantuvo la calidad y de alguna forma increment6 la intensidad de color
mostrando una lectura final un 30% mas alta que las muestras iniciales (Figura 6).

Se ve que, de acuerdo a la separacion de medias en el Cuadro 5, hubo diferencias
significativas entre las tres muestras. Esto significa que de alguna manera el tratamiento
con celulasa no s6lo mantuvo si no que increment6 la percepcion de rojo por parte del
equipo (Spectromax) indicando que hubo un color rojo mas intenso sin un aumento en
cantidad de antocianinas.

La combinacion pectinasa-celulasa no fue estadisticamente diferente al testigo pero se ve
una disminucion en concentracion de antocianinas (Figura 6) de un 7.64% comparado con
el porcentaje inicial.
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Figura 6. Porcentaje de antocianinas en jugo de acai con tratamientos enzimaticos.
(ENSAYO 2)

4.2.3 Capacidad Antioxidante

En este andlisis se ve claramente (Figura 7) que el testigo no cambid su capacidad
antioxidante a pesar del tratamiento térmico aplicado. También se observo una alteracion
causada por la combinacidon pectinasa-celulasa en la capacidad antioxidante. EI
tratamiento con celulasa mantuvo su capacidad antioxidante cercana al 100%.

De acuerdo al Cuadro 5 el testigo y la celulasa fueron no fueron estadisticamente
diferentes. Mientras que pectinasa-celulasa fue significativamente menor en alrededor de
20%.

La pulpa de agai se vio afectada por la combinacion pectinasa-celulasa cuando se duplico
el contenido enzimatico (Figura 7) ya que en el primer ensayo la capacidad antioxidante
se mantuvo por 2 horas con un tratamiento enzimatico de 25U/mL de concentracion
(Figura 4).
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Figura 7. Porcentaje de umol de Trolox en jugo de acai con tratamientos
enzimaticos. (ENSAYO 2)

4.2.4 Analisis cualitativo de antocianinas
Una vez concluido el segundo ensayo del estudio surgio la interrogante acerca de como se

incremento la intensidad de color y que cambié en la composicién de las antocianinas
para producir este efecto.

300 _ACAI-L #102 [modified by Florida University O] wv_Vis 3
mAU H WVL520 nm
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Figura 8. Cromatograma de antocianinas de acai (Control y Celulasa a las 0 horas).
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Como se observa en las Figuras 8, uno de los picos mas importantes (1) (no se puede
distinguir si es cianidina 3-glucésido o pelargonidina 3-glucoésido) se redujo
drasticamente con celulasa incluso sin haber pasado tiempo de incubacion. Lo mas
extrafio en esta observacion es que no transcurri6 un tiempo considerable.

400ACAI-1 #104 [modified by Florida University O] uv_Vis 3
—m - WVL:520 nm|
Testigo
250+
1
125+
ol
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Figura 9. Cromatograma de antocianinas de acai (Testigo y Celulasa a las 2 horas).

Una vez mas el tratamiento mostroé una inferioridad en la concentracion de antocianinas
ya que uno de los picos importantes no mostrd gran area bajo la curva del cromatograma.
(Figura 9).
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Figura 10. Cromatograma de antocianinas de acai (Testigo y Celulasa a las 4 horas).
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Finalmente en la Figura 10 se observa la misma situacion que en las dos figuras anteriores
y se demuestra que el color es una percepcion que no estaba totalmente ligada a las
antocianinas del testigo, sino a alguna interaccion entre el tratamiento enzimatico con los
compuestos del jugo.

Cuadro 6. Integraciones de area bajo la curva del HPLC para el tratamiento con
Celulasay el testigo de 0, 2 y 4 horas (mg/L de jugo de acai)

Tiempo de retencién (min)
12.0445 12.6447 17.8807 18.1803 18.6557 19.1417 20.5165

Muestra

Contenido (mg/L)

BO 0.7531 0.5513 0.5975 0.7694  20.2302 44.7574 1.3280
B2 0.9128 0.7315 0.7145 1.1129 28.9674 62.1003 1.9065
B4 0.4739 0.3742 0.2986 0.6245 14.0379 32.7660 1.0104
CoO 0.5867 0.4452 0.1284 0.7198 6.4634  34.4793 1.0763
Cc2 0.4620 0.3908 0.1220 0.8141 2.7141 36.0831 1.0957
CcC4 0.4018 0.3258 0.0762 0.5961 0.6022  28.5865 0.7829

De acuerdo con el Cuadro 6, a los 18.66 minutos hubo un compuesto que en promedio
tuvo 28.01 mg/L. comparado con la celulasa que tuvo un promedio de 3.26 mg/L lo que no
representa ni el 12% del testigo.

Ademés de lo mencionado anteriormente, en general todas las concentraciones de
antocianinas bajaron. Esto apoya lo que muestran las Figuras 8, 9 y 10 y deja una
incognita acerca de la interaccion enzima-pulpa de acai.



5. CONCLUSIONES

Al igual que en otras frutas, los tratamientos enzimdticos incrementaron el
porcentaje de jugo extraido.

El tratamiento que mejor se comportd en general fue el de celulasa (50 U/mL
durante 4 horas) al incrementar el porcentaje de jugo sin afectar significativamente
la capacidad antioxidante ni el color de las muestras.

El tratamiento de la mezcla de ambas enzimas (pectinasa-celulasa) 50 U/mL logré
extraer el jugo sin dafiar el color, pero causé efectos negativos en la capacidad
antioxidante de las muestras.

El testigo no tuvo una disminucion significativa en el contenido de fenoles totales
pero si una disminucion significativa en la concentraciéon de antocianinas en la
fase inicial.

Luego del analisis con HPLC no se pudo determinar exactamente que interaccion
tuvo la celulasa con las antocianinas para aumentar la intensidad del color rojo.



6. RECOMENDACIONES

Retomar la presente investigacion ensayando con el HPLC para determinar la
interaccidn enzima-jugo y encontrar las causas del mantenimiento de los factores
de calidad habiendo cambiado el contenido de antocianinas.

Repetir el experimento y aumentar el tiempo y la concentracion de enzimas para
llegar al punto en que este tratamiento no genere mas extraccion de jugo y
disminuya la calidad, para asi determinar el maximo uso de enzimas para la
industria.

Probar otras combinaciones de enzimas para determinar no s6lo cuanto porcentaje
se puede extraer sino también que enzima especificamente realiza mejor esta
labor.

Realizar un andlisis de costo-beneficio cuando se haya encontrado el mejor
tratamiento enzimatico y las cantidades Optimas a usar.

Desarrollar un analisis sensorial para determinar si los tratamientos enzimaticos
causaron algiin cambio organoléptico en el producto final.
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Anexo 1. llustraciones de Acai (Euterpe oleracea Mart.)

Fuente: Sambazon (2002)
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Anexo 2. Ficha Técnica de las enzimas.

B
=

lormeddy ICN Biomedicals, Inc

Certificado de Analisis
Descripcion del producto: Celulasa
Numero de catalogo: 150584

Lote: 2182H

Formula: N/A
CAS #:9012-54-8
Descripcion fisica: Polvo fino

Peso de la formula: N/A
Alamcenamiento: +4°C

Prueba Especificacion Resultado
Prueba de
Identidad Aprobado Aprobado
Fuente Trichoderma virde | Trichoderma virde
Actividad >1 u/mg solid 11.2 uw/mg solid

Definicion de unidad: Una unidad liberara 1.0 pmol de glucosa proveniente de la
celulosa en 1 horaa pH 5.0 y 37°C.
Pérdida en secado 2.4%

Certificado de Andlisis

Descripcion del producto: Pectinasa
Numero de catalogo: 198979
Lote: R2162

Fomula: N/A
CAS #: 9032-75-1
Descripcion fisica: Polvo blanco

Peso de la formula: N/A
Almacenamiento: +4°C, seco

Prueba Especificacion Resultado
Prueba de
Identidad Aprobado Aprobado
Fuente Aspergillus niger | Aspergillus niger
Actividad >1000 u/g 3500 u/g
Tiempo de <8.0% 2.26%
secado

Unit Definition: Una unidad libera 1.0 pmol de acido galacturdnico proveniente del
acido polygalacturdnico por minuto a pH 4.0 y 25°C.
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Anexo 3. Calculos para la preparacion de las muestras.

ENSAYO 1
Celulasa
Img > 1120
Xmg > 25U

X =2.23mg para obtener 25 U/mL
223.21mg para 100 mL

Pectinasa
Img > 35U
Xmg > 25U

X =7.14mg para obtener 25 U/mL
714.28mg para 100 mL

Ambas

Img > 11.2U0
Xmg > 125U
Img > 35U
Ymg > 125U

X =1.12mg para obtener 12.5 U/mL
Y = 3.57mg para obtener 12.5 U/mL
468.75mg para 100 mL

ENSAYO 2
Celulasa
Img > 11.2U0
Xmg > 50U

X =4.46mg para obtener 25 U/mL
446.42mg para 100 mL

Pectinasa
Img > 35U
Xmg > 50U

X =14.28mg para obtener 25 U/mL
1428.57mg para 100 mL

Ambas

Img > 112U
Xmg > 25U0
Img > 35U
Ymg > 25U

X =2.23mg para obtener 12.5 U/mL
Y = 7.14mg para obtener 12.5 U/mL
937.5mg para 100 mL
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Anexo 4. Flujo de proceso general de inoculacion y bafio maria.

95 mL de puré de agai a cada Erlenmeyer

]
ml 1 1 1

5 mL buffer 5 mL buffer 5 mL buffer

5 mL buffer cf enzima cf ermma cf enzn"na
'lDD mlL 'lDD mlL 'lDD mlL 'lDD mL
ﬂﬂﬂ ﬂﬂﬂ ﬂﬂﬂ ﬂﬂﬂ
B mL ciu B mL cfu B mL cfu £ mL ciu

Fepetir el proceso (3) cinco veces en los tiempos estipulados

ﬂ ﬂ ﬂ ]
4

Centrifugar por 10 minutos

L

(3) :ﬁ

MWedir cada tubo para determinar
el porcentaje de extraccion
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