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RESUMEN

La presente investigacion procuré abordar la caracterizacion de la mora costarricense (Rubus
spp.) desde el punto de vista de sus propiedades como alimento funcional, y en particular, la
forma en que dicha funcionalidad se mantiene a través del proceso de industrializacion de
jugo clarificado por la técnica de microfiltracion tangencial.

Se establecio una escala de maduracién de la mora que logra relacionar la apariencia exterior
de la fruta con su composicion fisico-quimica, y en particular con el contenido en antocianinas
y polifenoles, y capacidad antioxidante (ORAC).

Fue caracterizada la pared celular de la mora, donde se destaca el alto contenido de pectinas
insolubles (39%), de hemicelulosa (23%), de lignina (14,5%) y un resultado relativamente bajo
de celulosa (13,5%).

Se probaron tres preparados enzimaticos para hidrolizar la pared celular de la mora, de
manera de obtener un mejor rendimiento de flujo durante la fase posterior de microfiltracion. El
mejor tratamiento esta asociado con el uso de Klerzyme 150 ®, a una concentracion de
100ppm, obteniéndose un fiujo de permeado promedio de 82 L/h.m2.

La cantidad de polifenoles totales y antocianinas del jugo pulposo no cambid
significativamente en su pasaje a través de la membrana. En el jugo clarificado de mora se
recuperaron el 96% de las antocianinas y el 95% de los polifenoles. Sin embargo, la
capacidad antioxidante (ORAC) fue de un 77,5% respecto al jugo pulposo (en base seca).

El uso de membranas de microfiltracion tangencial para la elaboracién de jugo de mora, es
una buena alternativa, tanto desde el punto de vista del mantenimiento de las propiedades
antioxidantes de la fruta, como desde el punto de vista de su factibilidad técnica.



INTRODUCCION

Este documento presenta el trabajo de investigacion realizado para la obtencion del titulo de
Magister Scientiae de la Maestria en Ciencia de Alimentos de la Universidad de Costa Rica,
IMPACTO DEL PROCESO DE MICROFILTRACION TANGENCIAL SOBRE EL VALOR DE
LA MORA (Rubus spp) COMO ALIMENTO FUNCIONAL.

Aborda un tema de estudio de potencial interés para Costa Rica, como lo es el fruto de la
mora (Rubus spp.) cuyas propiedades benéficas desde el punto de vista de la salud, han sido
abordadas por primera vez en el pais mediante la determinacién de su contenido en
compuestos antioxidantes, ademas de analizar nuevas alternativas de procesamiento a partir
de la introduccién de tecnologias de membranas, como lo es la microfiltracion tangencial
(MFT).

El documento se divide en seis capitulos principales. El primero de ellos aborda la justificacion
del trabajo, tanto por las propiedades como alimento funcional de las frutas y en particular la
mora, como en cuanto a la tecnologia que se utilizd para su procesamiento como jugo
clarificado. En el segundo capitulo se presentan los objetivos. El tercer capitulo introduce los
principales aspectos tedricos de referencia del trabajo, tanto desde una perspectiva botanica
como bioquimica del fruto, asi como la tecnologia utilizada y sus caracteristicas. El cuarto
capitulo explica la metodologia de investigacion. Los resultados y su discusion son

presentados en el quinto capitulo. Por Ultimo, en el sexto capitulo se plantean las principales
conclusiones del trabajo.

Es deseo de la autora que este trabajo sea de interes y utilidad para quienes se encuentran
interesados en alternativas saludables para el procesamiento de alimentos y opciones de
produccion e industrializacion de frutas.



1. JUSTIFICACION

En los (ltimos afios se ha incrementado la atencién puesta sobre el rol en la salud de los
alimentos consumidos. Segtn Nicoli et al., (1999), estamos en medio de una revolucion que
esta cambiando el concepto de alimento y la forma de alimentamos. En adicién a sus
propiedades nutricionales y sensoriales, los alimentos han sido recientemente reconocidos por
Su accion como agentes protectores contra enfermedades.

La creciente comprension de la relacion existente, entre los alimentos consumidos y las
repercusiones positivas y negativas que éstos ejercen en nuestra salud, han derivado en un
nuevo paradigma, el de la "dieta—salud”. En este sentido, se pone cada vez mas énfasis sobre
los aspectos positivos de la dieta, a tal punto, que actuaimente se asume el estatus de
“alimento funcional” cuando estos ofrecen beneficios fisiologicos adicionales a los
requerimientos basicos nutricionales (Kaur & Kapoor, 2001).

Distintos estudios epidemiolégicos han probado consistentemente la asociacion
significativamente positiva que existe entre la ingesta de frutas y hortalizas y la prevencion y
reduccion de la mortalidad por enfermedades coronarias, canceres comunes y enfermedades
degenerativas (arteriosclerosis, artritis, alzheimer) propias del envejecimiento (Szeto ef al.,
2004; Kaur & Kapoor, 2001; Havsteen, 2002).

Segtn la FAO y la OMS (2003), se estima que la ingesta insuficiente de frutas y hortalizas es
responsable de 2,7 millones de muertes cada afio, y figura entre los 10 principales factores de
riesgo contribuyentes a la carga de mortalidad que se enumeran en el “Informe sobre Ia salud
en el mundo para el 2002°.

“‘Se estima que la baja ingesta de frutas y hortalizas es responsable del 31% de las
cardiopatias isquémicas y del 11% de los accidentes cardiovasculares que se registran en el
mundo. El Centro Intemacional de Investigaciones sobre el Cancer (CIIC) de la OMS calcula
que el porcentaje de casos de cancer prevenibles causados por una baja ingesta de frutas y
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hortalizas oscila entre un 5% y un 12% respecto de todos los canceres, y entre un 20% y un
30% respecto de los canceres del tracto gastrointestinal superior” (FAO-OMS, 2003).

En los Gltimos afios ha venido aumentando el conocimiento acerca de los diferentes
compuestos bioactivos presentes en frutas, hortalizas, cereales, semillas, vino, t&, plantas
aromaticas, efc., los que les otorgan la capacidad de promover la buena salud y prevenir o
aliviar enfermedades. Entre estos compuestos se encuentran principalmente los antioxidantes
naturales (antocianinas, flavonoides, acido acscérbico, carotenoides y tocoferoles), Ias fibras y
otros compuestos biologicos (Dimitrios, 2006; Wrolstad, 2004; Nijveldt ef al. 2001; Havsteen,
2002; Martinez-Flores et al., 2002; Kaur & Kapoor, 2001).

En Costa Rica, estas preocupaciones no solo atienden a los nuevos habitos de vida y de
consumo (Ronderos, 2006) sino a las nuevas posibilidades de generacion de riquezas a partir
de productos que satisfagan estas nuevas demandas.

En este campo, son importantes los estudios en tomo al procesamiento de frutas autoctonas
que mantengan su capacidad antioxidante en el producto desarollado, tal como es
crecientemente requerido en el mercado. Por este motivo es muy importante contemplar el
tipo de procesamiento que se escogera, ya que este afecta el contenido, la actividad y la bio-
disponibilidad de los compuestos naturales de las frutas y hortalizas (Nicoli et al., 1999). El
desarrollo de productos en base a frutas, tendientes a mantener la mayor cantidad y calidad

de sus compuestos bioactivos, representa una forma congeniada con el ritmo actual de vida y
el consumo diario de frutas.

La elaboracion de jugos a partir de frutas encuentra un espacio interesante en este nicho de
mercado y en consecuencia, la demanda ha ido en aumento siendo su produccién una
actividad altamente competitiva (Vaillant et al. 2004; Faigh, 1995). Los jugos clarificados se
caracterizan principalmente por su transparencia y homogeneidad lo cual se logra por una
remocion complementaria de los solidos en suspension (Vaillant, 2000). El jugo clarificado de
manzana ha sido el pionero en €l mercado mundial (Girard & Fukumoto, 2000), Sin embargo,
existen muchos nichos de mercado para frutas tropicales o alimentos funcionales como seria
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el caso de la mora, que ain no han sido explorados a escala industrial con tecnologias

amigables tanto con el ambiente como con los componentes propios del producto a procesar.

En este sentido la utilizacion de tecnologias de membranas aparece como una “ventana”
competitiva caracterizada por el logro de productos de excelente calidad.

Las tecnologias de membranas, y en particular la microfiltracion tangencial, presenta miltiples
ventajas para que sea adoptada por la industria de alimentos, ya que no requiere grandes
espacios fisicos y puede ser adaptada a distintas capacidades de procesamiento, siendo el

costo de inversion del equipo proporcional a la superficie de membrana involucrada (Sharma
et al., 2003).

En cuanto a la calidad de los productos obtenidos, estos son organoléptica, microbiologica, y
nutricionalmente superiores a los logrados con los procesos tradicionales de obtencion de
jugos (Vaillant et al, 2004). Esto se debe a que la tecnologia de membranas utiliza
temperatura ambiente o bajas temperaturas, lo que minimiza los dafos térmicos de los
componentes sensibles, permitiendo una mejor calidad general y la conservacion de sabores,

vitaminas y componentes del aroma, entre ofros (Sharma et al., 2003; Girard & Fukumoto,
2000).

El empleo de membranas para la clarificacion de jugos de frutas es una tecnologia que se
considera atn en desarrollo y aunque ya existe mucha informacion a nivel experimental, son

muy pocos los desarrollos realizados con frutas tropicales a escala industrial, sobre todo en la
industria costarricense.

La microfiltracion tangencial (como nico proceso o acoplada a otros procesos membranarios)
se ha empleado con gran éxito en la clarificacion de jugos de diferentes frutas, tales como:
naranja (Cissé et al., 2005), maracuya (Vaillant ef al., 1999), melon (Vaillant et al., 2005 a),
manzana (Cameiro ef al., 2005) y maracuya (Carvalho ef al., 2002). Sin embargo, a la fecha,
no hay estudios publicados sobre el uso de esta tecnologia en la clarificacién de jugo de mora,

ni del efecto de este procesamiento sobre sus componentes bioactivos, lo que representaria
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un gran aporte cientifico- tecnolégico pensando en una futura implementacién en la industria
nacional en pro de nuevos horizontes de mercado.

Son conocidos los fenémenos de colmatacion de la membrana (Girard & Fukumoto, 2000)
ocasionados por los solidos insolubles de la mayoria de las frutas pulposas, que hace
necesario la utilizacion de un pretratamiento enzimatico para lograr una adecuada licuefaccion
de algunas fracciones de la pared, de manera de poder aumentar los rendimientos (Vaillant et
al., 1999). Dado el poco conocimiento especifico de estos procesos utilizando la mora como
sustrato, es necesaria una evaluacion completa de este aspecto. Esta evaluacion incluira
como primer paso, el conocer los componentes de la pared celular responsables de la
colmatacion, para luego definir cuél sera el preparado enzimatico que permita obtener mejores
rendimientos durante el proceso de obtencién de jugo clarificado.

La mora es un fruto perteneciente al género Rubus de la vasta familia de las Rosaceas, que
se caracteriza por un alto contenido en compuestos fendlicos, antocianinas y vitaminas, los
que ofrecen grandes beneficios para la salud, debido al poder antioxidante que ejercen en
nuestro organismo. Los componentes antioxidantes presentes en distintas variedades de
mora, principalmente hibridos comerciales, han sido estudiados con gran interés en los
ultimos afos (Fan-Chiang & Wrolstad, 2005; Siriwoham & Wrolstad 2004; Siriwoham et al,
2004; Benbenuti et al., 2004; Moyer et al., 2002; Sellappan et al., 2002; Wang & Lin, 2000).

En Costa Rica, el cultivo de mora integra a mas de 800 familias y se estima que el area total
de cultivo oscila entre las 600 y 800 hectareas (Castro & Cerdas, 2005). Reviste particular
importancia la caracterizacion de los componentes benéficos para la salud de la variedad de
mora “vino”, debido a que se trata de la mas extendida en el pais, y la que cuenta con mayor
aceptacion por parte de los consumidores (Flores ef al., 2003). Este conocimiento otorgara sin

lugar a dudas, beneficios promocionales desde el punto de vista comercial tanto a nivel
nacional como internacional.

Aunque fa mora como fruta fresca se consume en estado maduro, las caracteristicas del
cultivo asociadas a la gran amplitud de periodo de cosecha, hacen muy dificil lograr lotes de



frutas totaimente homogéneas en un solo estado. Por tal motivo, la presente investigacion
procurara evaluar su composicion fisico-quimica a diferentes estados de madurez. Esto
permitira una mejor seleccion de la materia prima a utilizarse en el desarrollo de jugos u ofros
alimentos funcionales a partir de mora.
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il. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Determinar el potencial de la mora como alimento funcional, a diferentes estados de madurez
y las condiciones de pretratamiento enzimatico 6ptimas de la pulpa para la produccion de jugo
clarificado por microfiltracion tangencial.

2.2 Objetivos especificos

221 Determinar el potencial nutricional de la mora fresca y sus propiedades como alimento
funcional, a diferentes estados de madurez.

222 Cuantificar y caracterizar la pared celular de la mora y determinar el efecto de
preparados enzimaticos comerciales sobre la hidrélisis de los componentes parietales.

223 Definir las condiciones de pretratamiento enzimatico para la obtencion de un jugo

clarificado mediante microfiltracion tangencial.

224 Evaluar el efecto del proceso de microfiltracion tangencial sobre los compuestos
antioxidantes de la mora (polifenoles, antocianinas, vitamina C y capacidad
antioxidante (ORAC)).
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lil. MARCO TEORICO

3.1 Caracteristicas botanicas y agronomicas de la mora

3.1.1 Clasificacion taxonomica y morfologia de Ia mora.

El género Rubus de la extensa familia de las Roséaceas, contiene un amplio grupo de especies
de pequeiios frutos, dentro del cual se encuentra la mora. La mora, o zarza, o zarza-mora, es
el nombre que vulgarmente recibe en diferentes partes del mundo un grupo de especies de
este género. Dada la importante distribucion geografica de esta planta, son muchas las

especies que reciben el nombre de mora o hacen referencia a este fruto.

La mora, se describe como una planta con hojas de bordes dentados tri o pentafoliadas
dependiendo de la especie y estado de desarmollo. En igual sentido, las inflorescencias
pueden ser de color blanco o moradas, de posicién axial o terminal, con cinco pétalos y
sépalos (Flores et al., 2003).

Las plantas de moras se clasifican por sus habitos de crecimiento en: arbustivo o erecto
(crecen hacia armiba, presentan entrenudos largos y pocas ramificaciones laterales),
semierecto (los tallos son similares a los anteriores pero caen por su peso) y de crecimiento
rastrero (sus tallos son mas herbaceos con entrenudos cortos que no tienen tendencia a
subir). El ciclo de vida del cultivo de mora es perenne, lo que permite que exista produccion
casi todo el afio (Castro & Cerdas, 2005; Flores & Argiello, 2005; Flores et al., 2003; Franco &
Giraldo, 1999). Sin embargo, la mayor produccion en Costa Rica ocurre en los meses de
marzo y abril (Flores et al., 2003; Cerdas & Montero, 1992).

La mora es un fruto agregado, es decir que proviene de una sola flor pero con miiltiples
ovarios sobre la superficie de un receptaculo Gnico (Figura 1). Cada una de las flores dara
origen a un fruto individual del tipo drupa, o drupeola. Es por esta razén que la mora es
considerada una polidrupa (Ryugo, 1993).
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Las pequefias drupas se encuentran unidas al receptaculo camoso del cual no se desprenden
al momento de la cosecha (Flores & Argiello, 2005; Flores et al., 2003). Dichas polidrupas
pueden presentar de 30 a 90 frutos cada una, pueden ser de forma redondeada o elipsoidal,
de color rojo a morado oscuro, de sabor mas o menos acido y de un peso variable en tomo a

los 3g, dependiendo de la variedad y del estado de desarrollo (Castro & Cerdas, 2005; Flores
& Argiello, 2005).

La drupa es un tipo de fruto que se caracteriza por tener un mesocarpo camoso, fibroso o

correoso y su endocarpo lignificado o endurecido (es el caso tipico del durazno). Al interior de
este conjunto (llamado pericarpo) se encuentra la semilla.

A diferencia de la frambuesa, las moras son glabras y sus drupeolas pueden ser separadas
unas de ofras. También es caracteristico de la mora el no desprenderse del receptaculo, asi
como mantener el caliz, y el pedinculo al menos si la fruta es cosechada con menos de 8°Brix
(Castro & Cerdas, 2005), elementos que deben tenerse en consideracion a la hora de la
cosecha para no forzar la fruta.

Desde el punto de vista de este trabajo, estas caracteristicas deben ser tenidas en cuenta, ya

que lo que finalmente se consume, y se procesa de la mora, es este conjunto de partes
florales comestibles y las drupeolas.
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Figura 1 - Caracterizacion morfologica de la mora.
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3.1.2 Origen del cultivo de mora

Las moras son nativas de Asia, Europa, América del Norte y del Sur (Anonimo, s.f.) En las
zonas altas del Centro y Sur de América se encuentran cultivos de moras silvestres (Castro &
Cerdas, 2005, Flores et al., 2003).

Historicamente la mora ha sido considerada un fruto con mdltiples propiedades nutricionales y
medicinales (Castro & Cerdas, 2005). En Europa estos frutos han sido utilizados por mas de
2000 afios con propositos medicinales (Anénimo, s.f.). Esto se debe a que la fruta se
caracteriza por poseer un alto contenido de antioxidantes, vitamina C y fibra (Casto & Cerdas,
2005).

3.1.3 Situacién nacional: caracteristicas de la produccion de mora en Costa Rica
y variedades explotadas.

En Costa Rica el género Rubus se extiende en las fracciones mas altas del pais (de altitudes
en tono a los 1400 a 2500 metros sobre el nivel del mar) ubicadas principalmente en el Cerro
de la Muerte y sus alrededores (Flores ef al., 2003).

Los mayores volimenes de produccion son aportados por las zonas de Dota, El Guarco, Ledn
Cortés y partes altas de Pérez Zeledon (Castro & Cerdas, 2005). La explotacion de dicho
cultivo generalmente se combina con otras actividades agricolas y es mayoritariamente
considerado como un cultivo silvestre. Esto hace dificil la estimacion del volumen y area de
produccion, asi como del nimero de productores vinculados a la actividad (Flores & Argiiello,
2005; Flores et al., 2003), lo que explica que a la fecha no existan registros formales a nivel
nacional (Flores et al., 2003). Castro & Cerdas (2005) sostienen que esta actividad integra a
mas de 800 familias costarricenses y estiman que si se compactaran todas las plantaciones
de moras criollas que se encuentran en forma dispersa en el pais, el area total de cultivo seria
de unas 600 a 800 hectéreas.
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Hasta mediados de los afios 90 la produccion se manipuld de forma artesanal con variedades
silvestres, a partir de entonces comienza en el pais una etapa de validacion, adaptacion y
adopcion de nuevas técnicas de produccion que incluyen: poda, produccion de semilla in vitro,
utilizacion de distancia de siembra y adecuacion del manejo poscosecha (Castro & Cerdas,
2005). Sin embargo, actualmente el 91,7% de las plantaciones de mora estan compuestas por
variedades criollas o silvestres, y solamente el 8,3% de estas plantaciones presentan algun
grado de tecnificacion (Flores et al., 2003). Por esta razon los rendimientos del cultivo son
aun muy bajos, no superando las 2 toneladas /Ha/afio (Cerdas & Montero, 1992).

Aunque no se ha formalizado la clasificacion de las variedades criollas costarricenses a nivel
de especie, es posible distinguirlas por sus diferencias morfologicas y son sefialadas con los
nombres con que vulgarmente son reconocidas en las zonas moreras (Flores et al., 2003).
Entre las moras criollas o silvestres se conocen las siguientes variedades: Vino con espinas
rojas, Vino con espinas blancas, Vino sin espinas, Negrita, Ratén, Castilla y Caballo (Castro
& Cerdas, 2005, Flores & Argiiello, 2005; Flores ef al., 2003). La variedad Vino es la mas
extendida en el pais debido a que este material presenta mejores niveles de produccion,
calidad y aceptacion general de la fruta (Flores et al., 2003).

Las variedades hibridas que se encuentran en Costa Rica son originarias de América del
Norte (principaimente de Carolina, Michigan y Texas). Estas variedades hibridas se han
introducido en el pais desde mediados de los afios 80, siendo conocidas con los nombres
comerciales: Rosboroug, Shawnse, Brazos, Cherokee y Comanche, aunque su desempefio

no fue el esperado y por tanto su adopcion ha sido baja entre los agricultores (Flores ef al.,
2003).

Entre las formas de comercializacion de esta fruta, se mencionan las siguientes: fruta fresca,
congelada y su transformacion en productos a base de mora (pulpas, memmeladas, jaleas,
refrescos, helados, yogurt). La informacién disponible a nivel nacional no permite realizar
estimaciones fidedignas de volimenes claros de produccion, destinos (mercado nacional,
exportacion) y formas de comercializacion.
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3.1.4 Caracteristicas generales de la variedad “Vino” costarricense

Esta variedad se caracteriza por presentar hojas trifoliadas con espinas en tallos, peciolos y

envés de sus hojas, de no ser podada, el habito de crecimiento es generalmente rastrero
(Castro & Cerdas, 2005).

Se distinguen dos tipos de moras “vino con espinas” segin el color de sus espinas. Las hay
con espinas blancas y con espinas rojas; las caracteristicas morfologicas de tallos, hojas,
flores y frutos son similares (Flores & Argiiello, 2005).

Los frutos de esta variedad presentan forma alargada, con un peso promedio que oscila entre
1,8 y 2,2 g, un diametro ecuatorial de 1,4 cm y uno longitudinal de 1,9 a 2,2 cm (Flores et al.,
2005). Las inflorescencias cuajan alrededor de 45 drupeolas que conforman el fruto y son de
color negro (Cerdas & Castro, 2005).

Fiores & Argiiello (2005) realizaron un estudio del comportamiento fisicoquimico de cuatro
variedades de mora (“Vino espina roja’, “Vino espina blanca®, “Castilla® y “Negrita”)
provenientes de cuatro zonas moreras del pais (La Cima, La Luchita, Providencia y La Luchita
respectivamente). Se encontré que el contenido de humedad de las variedades “Vino™ oscild
entre un 80 a 85%, su pH entre 2,54 y 2,57, los grados Brix entre 9 y 12,75, siendo el
contenido de cenizas de 0,304 a 0,455 %.

Seglin Flores et al. (2003), la variedad “Vino" cuenta con las mejores caracteristicas
organolépticas (color negro y sabor), fisicas (firmeza y tamafio mediano), quimicas (acidez y
grados Brix), de mercado (tanto nacional como intemacional) y bioldgicas (resistencia a
plagas y enfermedades). Estas fortalezas hacen que la variedad determine el mercado a tal
punto que cuando hay mora Vino disponible, las demas variedades se ven desplazadas,
deprimiendo sus precios.

El jugo de mora en 100 g de porcion ofrece: 5,30 g de fibra dielética, 1,2 g de proteinas, 0,6 g
de grasa, 13,2 g de carbohidratos totales, 0,6 g de cenizas, 34 mg de calcio, 20 mg de
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magnesio, 196 mg de potasio, 36 mg de fdsforo, 2,0 mg de hierro, 18 mg de vitamina C, 0,06
mg de vitamina Bs y 34 mg de acido folico (INCAP-OPS (1996) y INCAP-OPS (2000) citados
por Castro & Cerdas, 2005).

3.2 Caracteristicas morfologicas y bioquimicas de la pared celular de la
fruta.

La pared celular es una estructura particular de los vegetales y algunos microorganismos, es
externa a la membrana celular, no encontrandose en el Reino Animal. En los vegetales, la
pared puede tener caracteristicas especificas dependiendo de su ubicacion en la planta.

En términos generales la pared celular de los vegetales es una matriz compleja de polimeros
de azlicares que suelen subdividirse segin su diferente funcion en: pectinas, celulosa-
hemicelulosa, y proteinas (Buckeridge & Ting, 2001).

Aunque las proporciones y la forma de organizacion de los compuestos en la pared suele
variar en funcién del tipo de planta, e incluso del tejido del que se trate, generalmente se
encuentra, a partir de la membrana celular, una pared primaria sostenida por una estructura
de microfibrillas de celulosa, seguida de una laminilla media que une cada célula con la pared
de la siguiente (Figura 2). En algunos casos y como capas posteriores se constituye una
pared secundaria, caracteristica de la “madera” (xilema), del esclerénquima, asi como de las
esclereidas que se presentan en algunos frutos (celulas modificadas presentes en peras y
guayabas). La pared secundaria es particularmente lignificada (Vaillant, 2000).

En los frutos, dada la necesidad de rapido crecimiento y flexibilidad de los tejidos, las paredes
suelen ser del tipo primario (Vaillant, 2000). Aunque esto depende del tipo de tejido, al ser
generalmente parénquimas de reserva, la existencia de lignificacion es baja. Por otra parte
suele ser bastante importante la proporcion de laminilla media (Vaillant, 2000).
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Figura 2 — Estructura basica de la pared celular.

Los principales componentes de la pared se encuentran asociados a diferentes funciones y
varian a lo largo de la maduraci6n del fruto.

La celulosa es un polimero fuertemente agregado de largas cadenas de unidades de glucosa,
unidas por enlaces B 1-4 glucosidicos. Estas largas cadenas lineales, se encuentran unidas
entre si por enlaces de hidrégeno intramolecular, conformando microfibrillas. Su largo (basado
en el tipo de union B) y ancho (entre 4 y 30 nm) varian en funcion de la fuente del material
vegetal. Cada microfibrilla cuenta con una subestructura con regiones mas ordenadas
(cristalinizadas) y otras mas amorfas (menos polimerizadas). Las paredes primarias suelen
tener menor grado de polimerizacion. (Vaillant, 2000; Cosgrove, 1997; Ryugo, 1993). Esta
estructura confiere a la celulosa propiedades importantes como: gran resistencia fisica,
estabilidad quimica y relativa resistencia a la hidrolisis enzimatica (Cosgrove, 1997).

La hemicelulosa es en realidad un heterogéneo grupo de glicanos no cristalinos que tienen
poca sujecion en la pared. Aunque existen algunas moléculas fundamentalmente lineales, lo
mas comUn es que presenten gran cantidad de ramificaciones (Whistler & BeMiller, 1997) las
que pueden presentar enlaces covalentes con la lignina, o enlaces hidrégeno con la celulosa
(Vaillant, 2000). La mas comun y estudiada de las hemicelulosas es el xyloglucano, una
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estructura ramificada cuya columna es un 1-4 B-D-glucopiranosil con cadenas cortas
conteniendo xylosa y galactosa (Cosgrove, 1997).

La pectina es en realidad otro conjunto de sustancias (sustancias pécticas) cuya presencia es
marcada en la laminilla media y el resto del espacio intercelular. También son muy
importantes en las paredes primarias de los frutos, a veces hasta llegando a apartar las
células vegetales de los mismos. Se trata del polisacarido mas soluble de la pared (Berk,
1980). El elemento que relne a estas sustancias se encuentra en su esqueleto comin
poligalacturénico de acidos galacturénicos unidos por enlaces de tipo a 1-4 (Pérez & Camita,
2006; Vaillant, 2000). Su subestructura general puede ser esquematizada en regiones con
caracteristicas diferenciadas: por una parte de “zonas lisas” compuesta de homogalacturanos,
y ofras zonas “erizadas’, compuestas de rhamnogalacturonanos, de donde se insertan
diferentes tipos de ramificaciones. Estas ramificaciones distinguen los tipos de pectina, siendo
las mas comunes: los arabinanos, galactanos y arabinogalactanos (Pérez-Almeida & Carpita,
2006; Vaillant, 2000).

La lignina por su parte es un compuesto caracteristico de las paredes secundarias, que
confieren la mayor rigidez a los tejidos. No se frata de un polisacarido, sino de un polimero
tridimensional de fenoles de base denominados monolignoles. Estos monolignoles son
derivados de los acidos p-cumarico, ferulico y sinapico y pueden establecer diferentes tipos de
enlaces entre si, ademas de ligar otro tipo de moléculas, complejizando la estructura (Sama-
Manchado & Cheynier, 2006).

Las proteinas estructurales de la pared son bastante variadas y se vinculan a los fendmenos
de transporte y biocatalisis. Se clasifican en funcion de su amino-acido predominante y
generalmente se encuentran glicosiladas, como por ejemplo las Proteinas Ricas en
Hidroxiprolina (HRGPs), las Proteinas Ricas en Prolina (PRPs), o las Proteinas Ricas en
Glicina (GRPs), (Vaillant, 2000; Cosgrove,1997). En la compleja red de polisacaridos y
proteinas estructurales también es posible encontrar diversas proteinas solubles con actividad
enzimatica. También es posible encontrar acidos fendlicos, taninos, ceras, que aunque poco
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importantes desde un punto de vista cuantitativo, pueden tener importantes efectos en los
procesos tecnologicos (Vaillant, 2000).

Tal como comentan Buckeridge & Tiné (2001) la pared celular se presenta como una especie
de super-polimero con estructura cuaternaria con caracteristicas dinamicas.

3.3 Principales enzimas para la degradacion de la pared celular.

Dada la composicion descrita de la pared celular de las frutas, es necesario conocer el
funcionamiento de las enzimas que la afectan, de manera de comprender las posibilidades

tecnologicas de su utilizacion como herramienta complementaria en la produccion de jugos.
En este capitulo se describe someramente la accion de las Pectinasas y las Celulasas.

3.3.1 Pectinasas

Las pectinasas se clasifican de acuerdo a su modo de accién sobre la fraccién galacturdnica
de la molécula de pectina. Basicamente existen tres tipos de pectinasas: la pectinliasa, la
poligalacturonasa y la pectinesterasa.

La pectinliasa actlia sobre la cadena de acido galacturonico rompiendo los enlaces de tipo B,
en particular donde existe al menos uno de los dos residuos metilado. Cuanto mayor

metilacion de la molécula, mayor actividad de estas enzimas (Vaillant, 2000; Nagodawithana,
1993).

La poligalacturonasa hidoliza los enlaces glucosidicos entre dos unidades de acido
galacturonico no esterificado. Al contrario de lo que ocurre con la pectinliasa la accion de las

poligalacturonasas disminuye cuando aumenta el grado de metilacion (Vaillant, 2000).

La pectinesterasa actia sobre los grupos éster metilicos de los acidos galacturénicos.
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3.3.2 Celulasas

Las celulasas se agrupan en fres familias principales: las endoglucanasas, las
celobiohidrolasas, y las B-glucosidasas (Vaillant, 2000).

Las endoglucanasas actiian al azar sobre los enlaces glucosidicos internos de la celulosa (B
1-4) Tiberando oligosacaridos de glucosa.

Las celobiohidrolasas continian la hidrolisis de estos trozos desde los extremos no reductores
de la molécula, liberando unidades de celobiosa.

Las B-glucosidasas hidrolizan estas unidades de celobiosa en glucosa.

Es importante desde el punto de vista del presente trabajo, tener en cuenta que las celulasas
(y las hemicelulasas) también actian en las zonas “erizadas” de las pectinas.

Los preparados comerciales disponibles en el mercado son combinaciones de
poligalacturonasas (PG), pectinesterasas (PE), pectinliasas (PL), endocelulasas (CX) y
exocelulasas (C1). Estas enzimas son naturales, pués derivan del aislamiento a partir de
microorganismos (bacterias y hongos) que producen enzimas extracelulares.

Tales preparados no son ingredientes de los alimentos, sino que simplemente actuaran en el
proceso como auxiliares tecnologicos.
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3.4 Principales compuestos benéficos para [a salud presentes en la mora y

su evolucion a lo largo del desarrollo del fruto.

3.4.1 Compuestos bioactivos

Las frutas y las hortalizas se han ganado el estatus de “alimentos funcionales” capaces de
promover la buena salud y prevenir o aliviar enfermedades. Este tipo de alimentos puede
brindar una 6ptima mezcla de fitoquimicos tales como antioxidantes naturales y fibras entre
otros compuestos biolégicos (Kaur & Kapoor, 2001).

Los principales grupos de antioxidantes naturales presentes en frutas y hortalizas son los
polifenoles y las vitaminas (Kaur & Kapoor, 2001), los cuales recientemente han sido definidos

como “antioxidantes dietarios” (National Academy of Sciences (1998); citado por Urquiaga et
al., 1999).

‘Un antioxidante dietario es una sustancia presente en los alimentos que disminuye
significativamente los efectos adversos de las especies reactivas de oxigeno, especies
reactivas de nitrbgeno, o ambas sobre las funciones fisiologicas nommales en humanos”
(National Academy of Sciences (1998); citado por Urquiaga et al., 1999).

A continuacion se presenta una breve revision de los mas importantes antioxidantes presentes
en frutas y en particular en las moras.

3.4.1.1 Polifenoles:

Los polifencles incluyen varias clases de compuestos fendlicos que son metabolitos
secundarios del metabolismo de las plantas y que representan una parte integral para la dieta
de humanos y animales (Siriwoham et al., 2004).

Dependiendo de su estructura quimica puntual, estos metabolitos actlian como antioxidantes

donadores de hidrogeno y también como quelantes de iones metalicos, previniendo la
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formacion de metales catalizadores, o inhibiendo las especies radicales (Kaur & Kapoor,
2001). Su funcionalidad es también expresada por su accion inhibidora o activadora de una
amplia variedad de sistemas enzimaticos (Sanchez-Moreno et al., 1999, citados por Sellappan
et al., 2002).

Estos metabolitos polifendlicos en las plantas, funcionan protegiéndolas contra el estrés
biolégico y ambiental. Es asi que son sintetizados como respuesta al ataque por patdgenos
tales como la infeccion por hongos o bacterias, o por la exposicion prolongada a alta energia
de radiacion (Shetty (1997) y Briskin (2000), citados por Vattem et al. 2005). Existen dos
modos de accion de estos metabolitos de defensa: por efectos toxicos directos (por ejemplo la
produccion de fitoalexinas) o por una activa y rapida deposicion de lignina en la pared celular
como barrera defensiva al progreso de! parasito (Sama-Manchado & Cheynier, 2006; Bennet
& Wallsgrove (1994), Strack (1997) citados por Hakkinen, 2000). Sin embargo, el rol preciso
de los compuestos fendlicos en el refortalecimiento de la pared celular para la proteccion de
las plantas ha sido pobremente definido debido a limitantes en el conocimiento para su
analisis y por la complejidad de la arquitectura de la pared celular (Matern & Grimmig (1994)
citados por Robards & Antolovich, 1997).

3.4.1.2 Flavonoides:

El término flavonoide es el nombre colectivo que se utiliza para mencionar a los pigmentos de
las plantas que son generalmente derivados de benzo-y-pirona (Hasvsteen, 2003). Mas de
4000 variedades de flavonoides ya han sido identificados (Nijveldt et al., 2001). Dentro de
este grupo de compuestos se encuentran las flavonas, isoflavonas, catequinas y los
compuestos rojos, azul y morados como las antocianinas (Moyer et al., 2002).

Los flavonoides se caracterizan por presentar un bajo peso molecular y compartir un
esqueleto comin de definilpiranos (Cs-C3-Cs), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B)
unidos a través de un anillo (C) de pirano heterociclico como es mostrado en la Figura 3
(Martinez- Flores et al., 2002).
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Fuente: Martinez-Flores et al. (2002).
Figura 3 - Flavonoides. Estructura basica y tipos.

Los flavonoides (Cs-Ca-Cs) poseen varios grupos hidroxilo unidos a su estructura de anillos
(los que le confieren la capacidad de neutralizar radicales libres) y se encuentran
normalmente como glicésidos. Generalmente las posiciones de glicosilacion son 7-hidroxilo en
flavonas, isoflavonas y dihidroflavonas; 3- y 7-hidroxilo en flavonoles y dihidroflavonoles; 3- y
5- en antocianidinas (Urquiaga ef al., 1999). Bajo la forma de glicésidos son mas solubles en

agua y menos reactivos frente a los radicales libres que su aglicona o flavonoide respectivo
(Martinez-Flores et al., 2002).

En base a su estructura quimica estos compuestos pueden ser divididos en varias clases,
siendo las 4 principales las siguientes: i) los flavonoles que se caracterizan por presentar una
estructura plana debido al doble enlace que presentan en el anillo central. Uno de los
integrantes mas representativo de este grupo es la quercitina, que se encuentra en cebollas,
brocoli, manzana y drupas (Nijveldt et al,, 2001). La quercitina posee un grupo carbonilo en
posicion 4 del anillo C y un grupo hidroxilo en posicion C3 (Martinez-Flores et al., 2002); ii) los
flavonones se encuentran principalmente en frutas citricas y un ejemplo de flavonoide de
este grupo es la naringing; iii) flavanos o grupo de las catequinas, las que se encuentran
principalmente en el té verde y negro, y vino tinto, y poseen un grupo OH en el carbono 3 del



29

anillo central (Martinez- Flores et al, 2002); iv) las antocianidinas que se encuentran en
fresas y otros pequefios frutos, uvas, vino y té (Nijveldt et al., 2001).

Estos Ultimos compuestos son los pigmentos hidrosolubles responsables del color de flores,
plantas y frutas y cumplen un importante rol para la polinizacion y dispersion de las semillas
de las plantas (Wu, et al., 2006). La biosintesis de antocianinas, es especifica de algunos
tejidos y durante determinado periodo de desamollo de la planta (Del Valle et al., 2005).
Unicamente seis antocianinas se presentan cominmente en las plantas superiores, ellas son:
pelargonidina, peonidina, cianidina, malvidina, petunidina y delfinidina (Wu, et al., 2006; Del
Valle, et al., 2005). Se caracterizan por presentar un grupo OH en el carbono 3 del anillo
central y ademas poseen un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del mismo anillo (Martinez-
Flores et al., 2002). En las moras la antocianina predominante es la cianidina (Cy) (Wu et al.,
2006, Fang- Chiang & Wrolstad, 2005). Debido al rol potencial que estos pigmentos naturales
presentan en la industria alimentaria dado su intenso color y sus beneficios en la la salud
recientemente estan siendo evaluada su ailamiento y purificacién (Wu et al., 2006; Shi et al.,
2005; Wrolstand, 2004). Se estima que en promedio se consumen 125 mg de
antocianinas/dia/persona provenientes de diferentes alimentos (Wu et al., 2006).

La concentracion de los flavonoides en las frutas depende tanto de factores genéticos como
ambientales, entre los que se mencionan: el tipo de cultivar, las condiciones del cultivo
(localizacién geografica, presencia de enfermedades, tipo de suelo), el estado de madurez, los
métodos de cosecha, almacenamiento y procesamiento (Sami-Manchado & Cheynier, 2006;
Siriwoham et al., 2004; Benbenuti ef al., 2004; Sellappan et al., 2002). A su vez, existe
especificidad de compuestos fendlicos en algunas frutas lo que permite identificar adulteracion
de productos (Sami-Manchado & Cheynier, 2006; Sellappan et al., 2002).

Reaccion del organismo frente a las sustancias oxidantes

Las células y tejidos del cuerpo son continuamente amenazados por el dafio causado por
radicales de oxigeno y especies reactivas de oxigeno, las cuales se originan tanto del
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metabolismo normal del oxigeno como por agentes exdgenos al organismo (De Groot, 1994;
Grace, 1994, citados por Nijveldt et al., 2001).

Se estima que un 2% del oxigeno consumido por un organismo normal forma especies
reactivas del oxigeno (EROS), de las cuales varias son radicales libres (Urquiaga ef al., 1999).
A estas sustancias se suman los factores ambientales tales como: polucion, radiacién, fumado
de cigarrillos, herbicidas, etc., que pueden también generar radicales libres, que en exceso,
pueden causar serios darios celulares y genéticos (Kaur & Kapoor, 2001).

Los radicales libres son definidos como moléculas que no estan equilibradas en electrones por
lo que son altamente inestables y reactivas. Algunos ejemplos de radicales libres derivados
del oxigeno incluyen: superdxido (O-2), hidroxilo (OH), hidroxiperoxilo (HOO"), peroxilo (ROO")
y alcoxilo (RO"). Los radicales libres de oxigeno y nitrégeno pueden ser convertidos en otras
especies reactivas tales como: peréxido de hidrogeno (H202), hipocloruro (HOCI),
hipobromuro (HOBr) y el peréxido de nitrito (ONOO") (Fang et al., 2002; Kaur & Kapoor, 2001).

El organismo humano, cuenta principalmente con dos barmreras de defensa confra estas
moléculas reactivas: las de tipo enzimético (principalmente enzimas: catalasa, superperéxido
dismutasa y glutation peroxidasa) y las de tipo no enzimatica (glutation, urato, ubiquinol,
proteinas plasmaticas, entre otros compuestos) (Havsteen, 2002; Urquiaga ef al., 1999). A
estas defensas se le suma el aporte dietario de antioxidantes naturales tales como: acido
ascorbico, polifenoles, tocofenoles y carotenoides (Sies, 1997, citado por Benbenuti, 2004).

Cuando la produccion de radicales libres en el cuerpo supera la capacidad de las “barreras de
defensa antioxidante” se produce lo que se conoce como “estrés oxidativo™. Bajo esta
situacion, las especies reactivas del oxigeno y radicales libres, permanecen activos atacando
lipidos de membranas, proteinas nucleares, membranas celulares, enzimas y material
genético (ADN y ARN). Como consecuencia de esta descontrolada actividad de las EROS se
desencadenan ciertas enfermedades cronicas tales como cancer, enfermedades coronarias y
enfermedades degenerativas (Byes & Perry, 1992, citados por Benbenuti et al, 2004;
Havsteen, 2002; Kaur & Kapoor, 2001; Urquiaga et al., 1999).
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Polifenoles reportados en moras (Rubus spp.)

A pesar de que existen varios estudios cientificos que mencionan las virtudes de los
antioxidantes encontrados en diferentes frutas, son pocos los que contribuyen
cuantitativamente al conocimiento en este sentido sobre las moras (Rubus spp).

El principal componente de la fraccién antocianina reportado en mora es cianidina-3-glicosido
(Fan-Chiang & Wrolstad, 2005; Reyes-Carmona et al., 2005; Sirowoham et al., 2004; Dugo et
al., 2001). Es por esto que el contenido de antocianinas se expresa en relacion a esta
fraccion.

En un estudio realizado por Sirowoham & Wrolstad (2004) determinaron que el principal
flavonoide encontrado en la fruta de mora fue el glicosido de quercitina, mientras que en

semillas se encuentran principalmente catequinas, epicatequinas y derivados del acido
elagico.

En el Cuadro 1, se muestra una sintesis de los resultados obtenidos por diferentes autores en
estudios realizados en mora. Los datos presentados corresponden a un mismo método de
analisis, realizado en fruta en estado maduro’ y expresado en base fresca. En el Cuadro 2, se
hace referencia de los analisis citados por los distintos autores.

' Se escoge presentar el estado maduro debido a que se asume que es el que prefiere el consumidor, sin
embargo es sabido que no necesariamente es el estado con mayores contenidos de tales compuestos.
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Cuadro 1- Contenidos promedios o rangos reportados por diferentes autores en mora
para polifenoles totales (Método Folin-Ciocalteu), antocianinas totales (método
diferencia de pH) y capacidad antioxidante (método “Oxygen Radical Absorbance

Capacity”, ORAC).
Principales Polifenoles Antocianinas Capacidad Autor
Variedades Utilizadas totales totales Antioxidante
(mg/100g) (mg/100g) (umoles de
TElg)
Chester, Hull y Triple 226 153,3 28,2 Wang & Lin.,
Crown (2000)
Cherokee, Chester, 275678 802230 33a78 Moyer et al.,
Marion, Triple Crown. (2002)
Choctaw, Kiowa 486 16 | ------ Sellappan et al.,
(2002)
| R. fructicosus, 289,3 887 | -ee--- Benbenuti et al.,
R. idaeus (2004).
Marion, Evergreen 903 a 960 1312221 5852609 | Siriwoham et al.,
(2004)
Marion, Evergreen 822 a 844 1512225 343a355 Siriwoham &
Wrolstad, (2004)
Diferentes variedadesy |  ------ 7032201 |  ------ Fan-Chiang &
localidades geograficas Wrolstad, (2005)

Fuente: elaboracion propia en base a los autores citados.
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Cuadro 2- Métodos de andlisis mas frecuentemente utilizados para analisis de polifenoles
totales, antocianinas totales y capacidad antioxidante en mora.

Determinacion Método de analisis empleado en la Referencia
en Mora cuantificacion
Polifenoles Colorimétrico (Folin-Citocalteu ), (Slinkard & Singleton | Wang & Lin, (2000); Reyes-Carmona et
totales 1977). al., (2005)
Colorimétrico (Folin-Citocateu), (Singleton et a/.,1965). | Benbenuti et al., (2004); Moyer et al.,
{2002); Sellappan et al., (2002);
Siriwoham et al., (2004) y Sirowoharn &
Wrolstad (2004).
Antocianinas | pH diferencial (pH 1y 4,5) (Giusti ef al., 2001) Benbenuti et al., (2004) ; Moyer et al.,
totales (2002); Sellappan et al., (2002) ;
Siriwoham ef al., (2004) Sirowoharn &
Wrolstad (2004) y Fan-Chiang &
Wrolstad (2005).
HPLC por el método de Barritt & Tomres, (1973) Reyes-Carmona et al., (2005)
pH diferencial (pH 1y 4,5) (Cheng & Breen, 1991) Wang & Lin, (2000)
Capacidad ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) Wang & Lin, (2000)
Antioxidante | (Caoetal, 1993)

ORAC y FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Power)
(Cao et al.,1997)

Moyer et al., (2002)

ORAC (Cao et al., 1993) y FRAP (Betzie & Strain, 1996)

Siriwohar et al., (2004); Sirowoham &
Wrolstad (2004)

ORAC (Davalos et al., (2004) y FRAP (Benzoe & Strain,
1996)

Reyes-Carmona et al., (2005)

ABTS (Re ef al., 1999)

Sellappan et al., (2002)

DPPH (Brand- William et al, 1965, Sanchez- Moreno,
2002)

Benbenuti et al, (2004).
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Mecanismos de accion de los antioxidantes y métodos de evaluacion

Los antioxidantes pueden desactivar radicales libres basicamente por medio de dos
mecanismos de accion: neutralizacion de radicales libres por transferencia de atomos de
hidrogeno (HAT) y por transferencia simple de electrones (SET) para reducir algiin compuesto
incluyendo metales, carbonilos y radicales (Prior et al., 2005). Estos mecanismos pueden
ocumir en forma paralela, y el mecanismo dominante en un sistema dado estara determinado
por la estructura y propiedades del antioxidante, solubilidad, coeficiente de particion y el
sistema solvente. La energia de disociacion del enlace (BDE) y el potencial de ionizacion (IP)
son los factores mas importantes para determinar los mecanismos y la eficacia de los
antioxidantes (Wright et al., citados por Prior et al., 2005).

Los métodos basados en el mecanismo HAT miden la habilidad de un antioxidante de atrapar
radicales libres por donacion de hidrogeno (AH = cualquier donador de hidrogeno, X: cualquier
radical libre) (Prior et al., 2005).
X+ AH > XH+A
Los métodos basados en el mecanismo SET, revelan la habilidad de un antioxidante potencial
en transferir un electrén para reducir cualquier compuesto, incluyendo metales, carbonilos y
radicales:
X+ AH —» X +AH~
AH+ & A + H30*
X +H30* - XH+H0
M(Ill) + AH — AH*+ M(II)

Existen varios ensayos para determinar la capacidad antioxidante, basados en los métodos
anteriores. La mayoria de los métodos basados en HAT aplican un esquema de reaccién
competitiva, en el cual un antioxidante y un sustrato compiten por radicales. Estos ensayos
incluyen inhibicibn de autoxidacién inducida de lipoproteinas de baja densidad, ORAC

(Oxygen Radical Absorbance Capacity) y TRAP (Total Radical Trapping Antioxidant
Parameter) (Huang et al., 2005).
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Los ensayos basados en SET miden la capacidad de un antioxidante en la reduccion de un
oxidante, el cual cambia de color cuando se reduce. El grado de cambio de color es
relacionado con la concentracion del antioxidante en la muestra. Estos ensayos incluyen:
polifenoles totales por reactivo de Folin-Ciocalteu (FCR), TEAC (Trolox Equivalence
Antioxidant Capacity), FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Power), potencial antioxidante
total usando complejo Cu (I1) como oxidante (Huang ef al., 2005).

3.4.1.3 - Vitaminas

Colectivamente la vitamina C, vitamina E y el B-caroteno son nombradas como las vitaminas
antioxidantes. Varios estudios mencionan que la poblacién mundial no esta consumiendo los
niveles necesarios de estas vitaminas antioxidantes para combatir el dafio oxidativo, porque
no consumen frutas y hortalizas (Kaur & Kapoor, 2001).

La vitamina C es la principal vitamina reportada en moras. El acido ascorbico es un
antioxidante hidrosoluble importante por su aporte a la salud. Esto ha sido reconocido en
Estados Unidos, por el reciente aumento de la ingesta diaria de é&cido ascorbico,
recomendando 75y 90 mg por dia para mujeres y hombres respectivamente con un adicional
de 35 mg diarios para los fumadores (Larikin, 2000 citado por Szeto et al., 2002).

Estudios realizados por Szeto et al., (2002), estimaron el contenido total de vitamina C (acido
ascorbico mas dehidroascorbico) expresandolo como mg/Kg de peso fresco. Los contenidos
de vitamina C en orden decreciente fueron los siguientes: fresas (770 mg/Kg fresco), kiwi (590
mg/Kg fresco), limon (580mg/Kg fresco), naranja (540mg/Kg fresco), mango (370 mg/Kg
fresco), uva (360mg/Kg fresco), mandarina (200mg/Kg fresco), pifia (120 mg/Kg fresco),
banana (110 mg/Kg fresco), pera (60 mg/Kg fresco), manzana verde (60 mg/Kg fresco) y uva
verde (30 mg/Kg fresco). En este estudio también se dejo en evidencia el importante aporte
que realiza el acido ascorbico a la capacidad antioxidante total de las frutas. Es asi que por
ejemplo el 73% en kiwi y el 39% en fresa de la capacidad antioxidante total (método FRAP) se
explica por el contenido de acido ascorbico.
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Reyes-Carmona et al. (2005) realizaron anélisis del contenido de acido ascérbico en moras
provenientes de dos regiones diferentes (México y EEUU). Utilizaron el acido L-ascérbico
como estandar y encontraron niveles desde 0,08 meg/g (variedad Comanche) a 0,82 meg/g
(variedad Brazos). Benbenuti et al. (2004) reportan un contenido promedio para Rubus spp.
de 12, 9 mg /100 g de peso fresco en acido ascorbico reducido analizado por HPLC.

3.4.1.4 Fibra dietética

La fibra dietética esta compuesta por todos los polisacaridos y lignina que no pueden ser
hidrolizados en su pasaje por el tracto digestivo humano. La fibra dietaria, ha sido asociada
con alteraciones positivas del ambiente colénico brindando proteccion contra enfermedades

colono-rectales asi como presentando una fuerte actividad antioxidante (Calixeto, 1998 citado
por Kaur & Kapoor, 2000).

3.4.2 Evolucion de los compuestos antioxidantes lo largo del desarrollo del fruto.

Es sabido que a medida que cualquier fruta madura, se producen cambios en todos sus
componentes y estructuras que hacen que éstas sean mas sabrosas y apetecibles. Sin
embargo, en este apartado se hara referencia Gnicamente a los cambios que sufren las moras
en aquellos compuestos que hacen a estas frutas interesantes por su contribucion a la salud:
polifenoles, antocianinas y capacidad antioxidante.

Los resultados de la investigacion de Wang & Lin (2000), evidenciaron la influencia de la
especie y el grado de madurez sobre la capacidad antioxidante (ORAC), el contenido total de
antocianinas y el contenido total de fenoles. La escala de madurez evaluada por estos autores
fue: fruta verde, rosada y madura igualmente empleada para la cosecha de las tres especies
evaluadas (moras, fresas y frambuesa). Las moras y fresas en estado verde consistentemente
rindieron el mas alto valor de ORAC, mientras que las frambuesas rojas lo hicieron en estado
maduro. En todas las frutas el estado rosa presenté el mas bajo valor de ORAC. Para las tres
especies, el valor de ORAC estuvo cormelacionado con el contenido total de fenoles
independientemente del estado de madurez, mientras que el contenido total de antocianinas
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presentd una relacion lineal con los valores de ORAC solo en el estado maduro. En el Cuadro
3, se resumen los rangos promedios obtenidos por estos autores en moras (variedades
Chester, Hull y Triple Crown) para capacidad antioxidante, antocianinas y fenoles segun la
escala de madurez definida para el fruto.

Cuadro 3- Rangos promedios para capacidad antioxidante, antocianinas y fenoles
segin la escala de madurez definida para mora (variedades: Chester, Hull y Triple
Crown).

Capacidad Antioxidante Antocianinas totales Fenoles Totales
(LM de TE/g) (mg cianidina 3-glucésido/100g) (mg GAE equi/100g)
Escala PesoFresco  Peso Seco  Peso Fresco Peso Seco Peso Fresco  Peso Seco
Verde 2342288 1658a177,8 05a13 39a9.2 252 a 326 1786 2 2310

Rosa  13,7a176 86,8a97,3 79a10,7 50,1a67,7 247 a 262 1438 a 1657

Madura 20,3a24,6 12021464 133521716 794,6210208 2042248 1214 a 1476
Fuente: Adaptado de Wang & Lin (2000).

En el trabajo realizado por Siriwoham et al. (2004), con variedades de mora hibridas (Marion y
Evergreen) se fijaron tres estados de madurez:

e Moras insuficientemente maduras (con colores entre rojos y negros)
e Moras totalmente maduras (colores negros brillantes)
e Mora sobremadura (colores negros sin brillo).

Para esta escala de madurez, ellos observaron un incremento en el contenido de antocianinas
al pasar de moras insuficientemente maduras a sobremaduras (en var. Marion fue de 74,7 a
317 y en Evergreen de 69,9 a 164 mg/100g de peso fresco). Sin embargo, el contenido total
de polifenoles no mostré un cambio marcado con la maduracién, siendo no significativo al
pasar de insuficientemente maduro a maduro, y significativo al pasar de maduro a
sobremaduro, al menos en Marion. En ambas variedades el estado insuficientemente maduro
fue el que present6 la menor capacidad antioxidante. Para Marion, el rango de incremento de
la capacidad antioxidante (ORAC) al pasar de insuficientemente maduro a sobremaduro fue
de 43 a 62,7 micromoles de Trolox equivalente por g de peso fresco, mientras que en



38

Evergreen la variacion fue de 46,1 a 64,4 micromoles de Trolox equivalente por cada g de
peso fresco.

Segin Hemandez & Bautista (s/f) se distinguen tres fases de crecimiento del fruto de mora: i)
fase de crecimiento acelerado, ii) fase de reposo o crecimiento lento y iii) fase de crecimiento
rapido. En la primera fase de crecimiento se incrementa sustancialmente el contenido de
clorofila sobre el de antocianinas y se estimula la sintesis de hormonas del crecimiento
(auxinas y giberelinas). Ocurre division y multiplicacion celular. En la segunda fase se produce
una disminucion en el contenido de clorofilas pero no se estimula la sintesis de antocianinas.
En esta fase, se sintetizan acidos organicos (necesarios para el ciclo del acido tricarboxilico)
que participaran en la fijacion de C02 en el acido malico. También se evidencia una
traslocacion de sustancias organicas hacia las semillas. En la tercera fase, aumenta la
sintesis de antocianinas y se produce un cambio de color rojo a purpura oscuro, con
crecimiento rapido del fruto explicado por el estimulo de las fitohormonas para el alargamiento
celular. Esta tercera fase coincide con el aumento de azucares explicado por una mayor
traslocacion de fotosintatos al fruto y/o a la hidrdlisis de sustancias cementantes de la pared
celular. Al aumentar la concentracién de azdcares en el fruto, se acumula mas agua y el fruto
aumenta de peso y tamaiio.
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3.5 Caracteristicas generales de las tecnologias de membranas y
pretratamientos enzimaticos.

El objetivo primario de la industria de los jugos de frutas es la de obtener los mayores
rendimientos posibles, con la maxima productividad, manteniendo o mejorando la calidad y
estabilidad del producto final (Faigh, 1995).

Por un lado, los pretratamientos enzimaticos son capaces de hidrolizar las paredes celulares
de las frutas para una mas eficiente extraccion del jugo, reduccion de la viscosidad, y
prevencion de la separacion en fases. Por el otro, el uso de membranas de microfiltracion
tangencial, para la obtencion de jugo clarificado, ha demostrado ofrecer mdltiples ventajas
tanto econdmicas como de calidad, y conservacion de la mayoria de las propiedades
nutricionales y organolépticas de los jugos. Del acoplamiento de estas dos tecnologias
indudablemente surge la posibilidad de obtencién de un jugo de alta calidad y buenos

rendimientos, viable de ser implementado en la industria nacional.
3.5.1 Tecnologia de membranas

La primefa membrana sintética fue reportada en 1855 (Cheryan, 1998), sin embargo, a pesar
de que existe gran interés y se ha generando mucho conocimiento cientifico en tomo al uso
de esta tecnologia, son pocos los reportes de su implementacion a escala industrial siendo la

industria lactea la mas proclive a su incorporacién, por esta razon es considerada una
tecnologia en desarrollo.

En forma sencilla el proceso de filiracion con membranas, se puede ilustrar como la
circulacion de fluidos por superficies semipermeables donde los componentes de dichos

fluidos la atfaviesan de manera selectiva sin sufrir alteraciones quimicas ni fisicas (Sharma et
al., 2003).

La tecnologia de membranas puede ser empleada para concentrar, fraccionar o purificar

fluidos generando dos corrientes que son diferentes en su composicion y caracteristicas. El
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producto puede ser la materia acumulada en la superficie de la barrera (retenido) o el fluido
filtrado conocido como permeado (Girard & Fukumoto, 2000).

Los principales procesos de separacion con membranas son: ésmosis reversa (RO),
nanofiltracion (NF), ultrafiltracion (UF), microfiltracion (MF), didlisis, electrodialisis (ED) y
pervaporacion, los que cubren un amplio rango de particulas que pueden separar y diferentes
aplicaciones (Cheryan, 1998). Mas recientemente las investigaciones en tomo al tema de
concentracién de liquidos sensibles al calor se refieren a dos nuevas y emergentes
tecnologias que son: la destilacion membranaria y la evaporacion osmoética (Bélafi —-Bako &
Koroknai, 2006; Vallaint et al., 2005a). Dependiendo del tamafio del poro de las membranas,
diferentes componentes pueden ser separados o concentrados (Girard & Fukomoto, 2000).
Algunas de las diferencias mas relevantes entre estos procesos se resumen en el Cuadro 4.

Los procesos membranarios son relativamente eficientes en energia porque no involucran
cambios de fase para la remocion de agua. Estos procesos se realizan a bajas temperaturas
(4 a 50°C), minimizando los dafios térmicos de producto (Girard & Fukumoto, 2000). En
comparacion a los procesos tradicionales de evaporacion, mientras éstos requieren invertir

500 KJ de energia para extraer un litro de agua, un proceso membranario requiere 25 KJ de
energia (Sharma ef al., 2003).

Segun Cheryan (1998), las membranas pueden ser clasificadas por: i) naturaleza de la
membrana (natural versus sintética), ii) estructura de la membrana (porosa versus no porosa),
iii) aplicacion de la membrana para la separacion de fases gaseosas, gas-liquido, liquido-
liquido, efc, iv) mecanismo de accion de la membrana, (adsortiva versus difusiva, de
intercambio idnico, osméticas, 0 membranas no selectivas o inerte).



Cuadro 4 - Caracteristicas de los principales procesos de membrana.
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Proceso Fuerza motriz Composicion retenido Composicion permeado

Osmosis Potencial quimico | Solutos y agua Agua

Osmosis Inversa Presion Todos los solutos y agua | Agua

Nanofiltracion Presion Moléculas pequefias, lones monovalentes, acidos
sales divalentes, acidos no disociados, agua.
disociados, agua

Microfiltracion Presion Particulas suspendidas, Solutos disueltos y agua.
agua.

Ultrafiltracion Presion Moléculas grandes, agua | Moléculas pequefias, agua

Destilacién membranaria | Temperatura Solutos Agua

Evaporacion osmotica Concentracion Solutos Agua

Fuente: Adaptado de Cheryan (1998), Bélafi-Baké & Koroknai (2006); Petrotos & Lazarides (2001).

3.5.2. El proceso de microfiltracion tangencial

La filtracion tangencial es definida por Vaillant et al., (2004), como: “separacion sélido —liquido
de compuestos de un fluido presurizado a través de membranas semipermeables, por medio

de un sistema de bombeo que garantiza |a presion transmembranaria, que es la fuerza motriz

de este proceso”

En el proceso de microfiltracion tangencial (MFT), la alimentacion circula de modo paralelo a
la membrana porosa (Figura 4), lo que reduce la formacion de un depésito de solutos sobre la
membrana aumentando el rendimiento del proceso. Otra ventaja de la MFT es que ofrece dos
corrientes de salida: la del retenido que no logra atravesar la membrana y la de del permeado,
pudiendo ser ambas productos con valor comercial (Figura 4). En el caso de jugos clarificados
el interés esta puesto en el permeado (Vaillant et al., 2004; Girard & Fukomoto, 2000, Vaillant

et al., 1999).
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ALIMENTACION

Figura 4 - Principio de la microfiltracion tangencial (MFT).

Las membranas de microfiltracion presentan tamaiios de poros de 0,10 um amas de 5 ym, y
como lo indica su nombre, retienen particulas con tamafios en el rango del “micron”, tales
como: células, bacterias, hongos, granulos de almiddn, globulos de grasa o latex, etc., por lo

que muchas veces es mencionada como proceso de “pasteurizacion en frio” (Cheryan, 1998).

Cuando se elaboran jugos clarificados con esta tecnologia se persiguen basicamente dos
propésitos: la eliminacion de sélidos insolubles en suspension y coloides y la estabilizacion
microbiana (Vaillant et al., 2004; Girard & Fukumoto, 2000).

Vaillant et al., (2004) mencionan que en el caso de membranas ceramicas con 0,2 um de
diametro de poro, los azicares, acidos, vitamina C y aromas oxigenados (aldehidos, ésteres,
alcoholes alifaticos y terpenoles) logran atravesar la membrana, por lo tanto el contenido de
estas sustancias, tanto en el jugo fresco como en el retenido y el permeado, van a tener
concentraciones similares.

Cameiro et al., (2002), microfiltraron a escala piloto (membrana tubular de polieterosulfona,
0,3 um de tamafio promedio de poro) jugo de pifia (con pre- tratamiento enzimatico) no
encontrando diferencias significativas en el pH, acidez y sdlidos solubles durante el
procesamiento. Como las concentraciones de azlcares y acidos no cambiaron durante el

proceso se considera que el jugo clarificado obtenido mantiene los sabores y aromas del jugo
original.
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Similares resultados son aportados por Cissé et al., (2005), durante la microfiltracion de jugo
de naranja, utilizando el mismo modulo piloto que se utiliza en esta investigacion. Ellos
encontraron que la membrana no retuvo los azicares y los acidos organicos ya que no hubo
diferencias significativas entre el jugo fresco, el retenido y el permeado. Sin embargo, los
compuestos apolares tales como hidrocarburos terpénicos y carotenoides fueron fuertemente
retenidos por la membrana.

Vaillant et al., (2005a), obtuvieron similares resultados en jugo de melén; el permeado del
proceso de MFT resulté ser de alta calidad organoléptica, incluso muy similar a la del jugo
inicial. Sin embargo, los carotenoides no lograron atravesar la membrana, quedando
fuertemente concentrados en el retenido junto a los sélidos insolubles.

3.5.3 Principales variables de control del proceso de microfiltracion tangencial
(MFT).

Segun Girard & Fukomoto (2000), los principales parametros de operacion que deben ser
controlados durante el proceso de microfiltracion por su incidencia en el flujo de permeado
son: velocidad tangencial (U); temperatura; presion transmembranaria (Ptm); y el factor de
reduccion volumétrico (FRV).

3.5.3.1 Velocidad tangencial (U)

Se refiere a la velocidad central promedio del fluido cuando circula del lado del retenido
(Vaillant, 2000). Este factor tiene gran influencia en el flujo del permeado y generalmente se
acepta que a mayor velocidad tangencial, mayor flujo, existiendo un limite fijado por la
capacidad de las bombas y el costo energético. El valor maximo de 7m.s- es el aceptado para
la industria (Vaillant ef al., 2004).



3.5.3.2. Temperatura

Este factor influye de forma positiva sobre el flujo del proceso debido al efecto sobre la
reduccion de la viscosidad del fluido. El limite maximo de temperatura a utilizar estara
fuertemente determinado por el efecto que cause en la calidad nutricional y sensorial sobre el
producto final (Vaillant et al., 2004).

3.5.3.3. Presion transmembranaria (Ptm),

Se define como la diferencia de presién promedio que existe entre ambos lados de la
membrana correspondiente a los compartimentos del retenido y del permeado. La presion
promedio se calcula como la suma entre la presion relativa de entrada (Pent) y salida (Psa) en
el compartimiento de retenido, menos la presion relativa promedia en el compartimiento de
permeado (Pper). Generalemente, y en nuestro caso, el compartimiento permeado es abierto
para dejar salir por gravedadad el permeado, y por consiguiente, la presion relativa es nula.
Tenemos entonces la formula siguente (Girard & Fukumoto, 2000).

Ptm = (Pem+F’sa|)f2 # Pper (1)

Pin corresponde a la presion dentro de la membrana (lado del fluido alimentado), Pex
corresponde a la presion por fuera de la membrana (lado de salida del permeado) y Pper
corresponde a la presion del permeado. La influencia de la presion transmembranaria sobre el
flujo es muy variable y dependiente de las caracteristicas de la materia prima con que se esté
trabajando (Vaillant ef al., 2004).

3.5.3.4. Factor de reduccién volumétrica (FRV)

Se define como la relacion existente enfre el volumen total alimentado al sistema (Vf) y el
volumen total retenido (Vr) como se indica en la ecuacion 2 (Vaillant et al., 2004; Vaillant et al.,
1999). El volumen de permeado se indica como Vp.
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FRV = VEVr = (Vp +Vi/Vr )

Este término (FRV), es un indicador de la viabilidad industrial del proceso ya que permite
estimar el rendimiento del retenido y del permeado. Es de esperar por tanto, que en un
proceso de microfiltracion tangencial para la obtencion de jugo clarificado, se busque un valor
de FRYV alto ya que indicaria mayor rendimiento de permeado y menor de retenido, el cual es
considerado en este caso un subproducto, pero no deben ser descuidados los costos
energéticos (Vaillant et al., 2004; Vaillant et al., 2001).

Segun Girard & Fukumoto (2000), existe un rapido descenso inicial del flujo de permeado que
se explica por la formacion de una capa de sblidos que colmatan la membrana. De acuerdo a
Cameiro et al. (2002), los principales factores que contribuyen al decrecimiento del flujo de
permeado son el colmataje de la membrana, el bloqueo de los poros y el incremento de la
viscosidad del jugo. La principal desventaja de la microfiltracion tangencial de jugos pulposos
es el colmataje de la superficie de la membrana, lo cual resulta en una disminucion del flujo
(Cameiro et al., 2002; Vaillant ef al., 2001, Girard & Fukumoto, 2000). Por esta razon el
pretratamiento enzimatico se vuelve imprescindible para la hidrélisis de esos polisacaridos y
aumentar los flujos del proceso (Vaillant et al., 2004).

3.5.4 Pretratamiento enzimatico

Con el fin de lograr mejorar la filtracion, los jugos de frutas son con frecuencia previamente
tratados con enzimas, con el objetivo de hidrolizar principalmente los polisacaridos solubles
responsables del aumento de la viscosidad (pectinas). Este tratamiento es solamente efectivo
para jugos con bajo contenido en pulpa (manzana, uva). En el caso de jugos con mayor
contenido de pulpa se requiere un tratamiento enzimatico mas agresivo, que permita no
solamente reducir la viscosidad, sino que también la licuefaccion de los polisacaridos
insolubles de la pared celular tales como: pectina, celulosa, lignina y hemicelulosa. Estos
ultimos componentes son responsables del decrecimiento del rendimiento del proceso ya que
al acumularse en la vecindad de la membrana provocan una reduccion significativa del flujo
del permeado (Vaillant et al., 2001, Girard & Fukumoto, 2000, Vaillant et al., 1999). En el
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caso de jugos pulposos la presencia de pectinasas y celulasas es esencial, presentando un
efecto sinérgico significativo (Vaillant, et al., 2001).
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IV METODOLOGIA

A continuacion en el Cuadro 5, se presenta un resumen de las principales metodologias
empleadas en el desarrollo de esta investigacion. El detalle de las mismas se presenta en el
capitulo 8.

4.1 Localizacion

La presente investigacion fue desarrollada en el Laboratorio de Quimica del Centro Nacional
de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CITA) y en los Laboratorios de Quimica y de Analisis
Sensorial de la Escuela de Tecnologia de Alimentos, ubicados en la Ciudad Universitaria
Rodrigo Facio de la Universidad de Costa Rica (UCR). Los analisis de la fruta entera fresca se
realizaron en el Laboratorio de Poscosecha del Centro de Investigaciones Agrondmicas (CIA),
los analisis de capacidad antioxidante de la fruta y del jugo clarificado de mora en el Centro de
Investigaciones de Ciencias del Mar y Limnologia (CIMAR) y los ensayos de microfiltracion
tangencial en el Centro de Investigacion en Productos Naturales (CIPRONA), ubicados en las
instalaciones de la Ciudad de la Investigacion de la Universidad de Costa Rica (UCR).

4.2 Materia prima

Se utiliz6 mora (Rubus adenotricchus) de la variedad localmente conocida como “Vino con
espinas”. Para cumplir con el primer objetivo planteado en la presente investigacion, las moras
fueron cosechadas de la parcela del Sr. Victor Garita, ubicada a 2200 msnm, en La Trinidad,
distrito de Copey, Canton de Santa Maria de Dota, a 38 Km de San José a tres estados de
madurez los que son definidos mas adelante en este capitulo.

Para el progreso de los restantes objetivos (2.2.2 a 2.2.4) se adquirieron moras de la misma
variedad (Vino) a la Asociacion de Productores y Exportadores de Mora y Frutales de Altura
(APROCAM), exclusivamente en estado maduro (estado 3 de la escala propuesta) y

congelado (- 20°C). Estas frutas fueron cosechadas en la zona sur de las provincias de San
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José y Cartago, en las vecindades del Cerro de la Muerte y zona de Los Santos (alturas de
produccion entre los 1700 y 2200 msnm).

4.3 Escala de madurez del fruto y plan de cosecha.

Las frutas fueron cosechadas a tres estados de madurez segun se indica a continuacion:
1. Fruta de madurez intermedia (color rosa).
2. Fruta a % de madurez (color rojo).

3. Fruta totalmente madura (color negro, textura firme y no sobremadurada).

Para la recoleccion de las muestras la parcela se dividié en tres lotes (A, B y C), de los que se
tomaron una muestra de fruta en cada estado de madurez. La muestra consistio en un total de
2,0 — 2,5 kg de fruta (10 canastas con 200 — 250 g cada una). Se seleccionaron solamente
frutos sanos, sin dafio mecanico o biolégico aparente, a los grados de madurez establecidos.
Se recolectaron procurando tomar solamente frutas medianas y grandes (evitando las moras
pequeiias). Las frutas fueron recolectadas y colocadas inmediatamente en recipientes
utilizados por los productores para la cosecha (canastas plasticas cerradas). Cada canasta
fue rotulada segtn el lote y el grado de madurez correspondiente (A, B, C y 1, 2, 3), segun el
caso. Se colocaron en hieleras con hielo en el fondo y se transportaron al CITA. Una vez alli,
las frutas de un mismo lote y estado de madurez fueron mezcladas para su homogenizacion,
obteniendo 9 muestras: A1, A2, A3, B1, B2, B3, C1, C2, C3. A partir de cada muestra, se tomé
una porcion representativa (250 g) de fruta entera.

4.4 Caracterizacion fisico quimica segun estado de madurez del fruto.

Con el fin de conocer las variaciones de diferentes propiedades fisico-quimico a los tres

estados de madurez en estudio, se ralizaron los analisis que se detallan a continuacion.
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4.4.1 Analisis de la fruta fresca entera.

Los andlisis sobre la fruta entera fueron realizados el mismo dia del muestreo en el
Laboratorio de Poscosecha del CIA. Para estos analisis se utilizd una porcion representativa
(250 g) de fruta entera de cada muestra (A1, A2, A3, B1, B2, B3, C1, C2, C3) y se determiné:
peso de la fruta, dimensiones (ancho y largo) y color (Colorimetro Colorflex de Hunter Lab.)
Las mismas muestras fueron homogenizadas utilizando una licuadora doméstica para
determinar: solidos solubles (°Brix), acidez titulable y pH (Anexo 8.1 secciones 8.1.1 a 8.1.5).
Los resultados fueron procesados por medio de un analisis de varianza (ANDEVA)?, y las
diferencias de los promedios correspondientes a cada estado de madurez, fueron
comparadas utilizando la prueba Tukey con un valor de a de 0,05

El resto de las muestras fueron unificadas segin su estado de madurez y en el Laboratorio de
Quimica del CITA el mismo dia de muestreo se determiné: humedad, grados brix y color
(Anexo 8.1 secciones 8.1.14, 8.1.6 y 8.1.3). Cada una de estas muestras homogenizadas fue
congelada en nitrogeno liquido y posteriormente liofilizada en recipientes protegidos de la luz,
hasta alcanzar una humedad de alrededor del 0,7%. Los resultados obtenidos de humedad,
grados brix y color a cada estado de madurez, fue evaluado por medio de un analisis de

varianza (ANDEVA) y los promedios fueron comparados utilizando la prueba de Tukey con un
valor de a de 0,05.

Las muestras liofilizadas fueron homogenizadas y empacadas en bolsas laminadas opacas y
mantenida en congelacion (camara de —20°C) para consecutivos analisis. La homogenizacion
de las frutas no implic la eliminacion de semillas u ofras partes de la mora, consistio
simplemente en el mezclado de las mismas.

2 En todos los analisis estadisticos realizados para esta tesis de utilizé el programa estadistico de SAS Institute
JMP version 5.1.



Cuadro 5 - Sintesis de los principales métodos utilizados

Valor Medido Abreviatura | Método Materiales Unidad Referencia
COLOR L*a*b* Hunter Lab Equipo Colorflex Huter Lab
SOLIDOS SOLUBLES ° Brix Refractometria Refractémetro tipo ABBE ° Brix 932.12 AOAC (1990)
HUMEDAD Medicion de la pérdida de peso | Estufa de vacio % Humedad 920.151 y 934.06 de
por evaporacion de agua en (20 £ 5 mm de Hg) AOAC (1999)
estufa al vacio 69a71°C CITA e (2006)
CENIZAS TOTALES Cuantificacion de residuo Mufla % de la materia AOAC (1999)
inorganico resultante de la frescaydela CITA a (2006)
incineracion de la muestra a materia seca
550°C.
AZUCARES TOTALES Cuantificacion e identificacion Cromatégrafo Shimadzu RID-6A | % de la materia AOAC (1993)
por cromatografia liquida de alta frescay de la CITA b (2006)
resolucién (HPLC) materia seca
FIBRA DIETETICA FDT Método enzimatico Kit Sigma Chemical Co. No TDF- | % de la materia 985.29 AOAC (1999)
TOTAL 100 con: Alfa amilasa; Proteasa; | frescay de la CITA ¢ (2006)
Amiloglucosidasa materia seca
CARBOHIDRATOS Diferencia (Materia Seca - % de la materia
TOTALES + LIGNINA Proteina - Ceniza - Grasa - frescay de la
acidos organicos). materia seca
CARBOHIDRATOS Diferencia (Carbohidratos totales % de la materia
DISPONIBLES + lignina - fibra dietética) frescay dela
materia seca
PROTEINAS Contenido de nitrdgeno total Digestor Foss Tecator 2020 % de la materia 920.152 AOAC (1999)
(Kjeldahl) 2200 Kijltec auto destilation frescayde la CITA d (2006)
materia seca
GRASA Extraccion con éter de petroleo. | Extractor intermitente Soxhlet % de la materia AOAC (1993)
frescaydela CITA f (2006)
materia seca
POLIFENOLES Reaccion de oxido reduccion Espectrofotometro Shimadzu mg de &cido galico | Slinkard & Singleton
TOTALES Solucién Folin Citocalteu equivalente / 100g | (1977) adaptado por
Solucion CaCOs (mgGAEeq/100g) | Brat et al. (2005)

Solucién de &cido gélico
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CAPACIDAD ORAC Espectrofotometria de Trolox (patrén antioxidante) pmol de Trolox Ou (2001) modificado
ANTIOXIDANTE fluorescencia Fluoresceina de sodio egivalente / g. por Vaillant (2005)
AAPH (patron radicales libres) (umolTE/qg)

ANTOCIANINAS pH diferencial - basado en los Espectofotémetro UV-visible mg de cianidin 3- | Giusti & Wtolstan
TOTALES cambios estructurales de las (Shimadzu UV-1700 Pharma glucésido / 100g (2001)

antocianinas Spec.)

Buffer pH 1y pH 4,5

MATERIAL INSOLUBLE | MIA Lavado de la pulpa con etanol Filtro Biichner con vacio. 9/100g Brillouet (1988)
EN ALCOHOL anhidro / etanol 80% / acetona y

secado con éter.
MATERIAL INSOLUBLE | MIAA Lavado con agua destilada (4°C) | Filtro Biichner con vacio. g/100g
EN ALCOHOL Y AGUA
PECTINA SOLUBLEEN | PSA Recuperacion del agua de Rotavapor Biichi 461 (a 50°C) g/100g
AGUA lavado de la MIAA
DETERMINACION DE Eliminacién de sustancias % de MIAA Effand (1977)
LIGNINA DEL MIAA glucosidicas del MIAA con

H2S04 recuperando la lignina

insoluble.
DETERMINACION DE Accion combinada de Van Soest &
FIBRA INSOLUBLE detergentes &cidos y neutros. Robertson (1981)
(Hemicelulosa y
Celulosa)
HIDROLISIS Hidrolisis de la pared celular Briolluet (1988)
ENZIMATICA purificada (MIAA) con adaptado para mora
DEL MIAA preparados comerciales.
DETERMINACION DE AGU Espectofotometria a 500 nm Espectrofotémetro UV-visible % AGU Blumenterena & Asbor
AciDo Metahidroxidifenil (MHDP) Shimadzu UV-1700 Pharma Hansen (1973)
GALACTURONICO Spec.)
DETERMINACION DE AN Espectofotometria a 625 nm Espectrofotémetro UV-visible % AN Dubois (1956)
AZUCARES NEUTROS Antrona Shimadzu UV-1700 Pharma

Spec.)




4.4.2 Andlisis de la fruta homogenizada liofilizada.

A las frutas liofilizadas cormrespondientes a los tres estados de madurez (1, 2 y 3), se les
determind: cenizas totales, azicares totales, fibra dietética total, proteinas, grasa, humedad,
carbohidratos totales, polifendles totales, antocianinas totales, contenido de vitamina C y
capacidad antioxidante por el método ORAC. Con los resultados obtenidos se realiz6 un
ANDEVA por cada variable y los promedios fueron comparados (a los tres estados de
madurez), utilizando la prueba de Tukey con un valor de a de 0,05.

Al término de este primer objetivo, se construyd una escala de maduracion de la mora
costarricense, que permitiera apreciar las variaciones en las propiedades fisico-quimicas y
funcionales de la fruta en relacion con la apariencia de la fruta.

4.5 Caracterizacion quimica de la pared celular de la mora.

La caracterizacion de la pared celular de la mora se realizar6 con dos objetivos
fundamentales: conocer los componentes que aportan a la fraccion fibra dietética de la mora
como alimento funcional; y la de adquirir una mayor comprensién de la accion del preparado
enzimatico comercial seleccionado para la licuefaccion de la pared celular. Como fue
mencionado anteriormente (apartado 4.2), a partir de este punto se trabajar6 Gnicamente con
la mora en estado maduro (estado 3 de la escala propuesta).

Con el fin de caracterizar y cuantificar los componentes constituyentes de la pared celular de
la mora, se procedié a extraer el material insoluble en alcohol y agua (MIAA), y se le evalué el
contenido de pectina, almidon, proteina, lignina, hemicelulosa, celulosa y cenizas. En la
Figura 5, se presenta la sucesion simplificada de los analisis que se realizaron y en el Anexo
8.1 (secciones 8.1.17 a 22; 8.1.13 y 8.1.7) se describen los métodos de anélisis a utilizar.
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Mora fresca
Despulpado (Licuado y colado)
l

Jugo pulposo sin semillas

|

Ebullicion con Etanol 95% (100°C)/ Lavados|
con etanol 80% /Acetona/ Eter

I

Material Insoluble en Alcohol (MiA)

Lavado con agua destilada (4°C) Pectina Soluble
l en Agua (PSA).

Material Insoluble en Alcohol y
Agua (MIAA)

I l I

% Almidén % Proteina{ % Lignina % Hemicelulosa y % Cenizas
% Celulosa

Figura 5 - Sucesion de analisis realizados para la cuantificacion de los componentes de
la pared celular de la mora.
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4.6 Determinacion del preparado enzimético y la concentracion de enzima
a utilizar para la licuefaccion de la pared celular de la mora variedad Vino

durante el proceso de microfiltracién tangencial.

La seleccion del preparado enzimatico comercial y de las condiciones de accion busca reducir
la viscosidad y el contenido de sélidos insolubles en suspension que disminuyen el flujo de
permeado durante el proceso de obtencién del jugo clarificado de mora por microfiltracion
tangencial. En base a los resultados obtenidos de composicion de la pared celular de la mora,
los reportes de la actividad enzimatica de los preparados comerciales realizada por
INIAP (se presenta en el Anexo 8.2) y el procedimiento que se detalla en la seccion 4.6.1, se
selecciond la enzima idonea para tal fin.

4.6.1 Diseio experimental.

Se probarén tres preparados enzimaticos comerciales (Klerzyme 150, Rapidase vegetable
juice y Clarex citrus 12 XL de la firma comercial DMS Food Specialties - Mexico) a tres
concentraciones (100, 50 y 25 ppm), manteniendo el tiempo de incubacion y la
temperatura constantes (1 hora y 35°C respectivamente), sobre la pared celular purificada
de la mora (MIAA)3. La utilizacién de un tiempo de incubacion de 1hora es mencionado por
Vaillant et al. (1999) como maximo aceptable en la industria de las frutas.

El disefio experimental fue aleatorio irrestricto con 9 tratamientos enzimaticos y tres
repeticiones por tratamiento. Las variables de respuesta fueron el contenido de azdcares
neutros (evaluado por el método de Antrona) y de acido galacturdnico, medidas sobre el
sobrenadante resultante del proceso de centrifugacion posterior al tratamiento con enzimas,
descrito en el Anexo 8.1 (secciones 8.1.26 y 8.1.27).

Los resultados obtenidos en las variables de respuesta fueron procesados utilizando el
programa JMP version 5.1 de SAS. La escogencia del pretratamiento enzimatico para el

? Las concentraciones de los preparados comerciales fueron calculadas en base al contenido de MIAA en 1 Kg
de pulpa de mora.
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proceso de microfiltracion tangencial de jugo de mora, se realizd por medio de un analisis de
varianza, utilizando la prueba de Tukey (a =0,05). El criterio planteado para la seleccion del
preparado comercial mas adecuada fue aquel que demostrd un mejor comportamiento para
ambas variables de respuesta.

4.6.3 Preparacion de la materia insoluble en alcohol y agua (MIAA) para el
tratamiento enzimatico.

Para evitar posibles interferencias por la presencia de almidon y de proteinas citoplasmaticas
en el desempefio de los preparados enzimaticos comerciales sobre la MIAA, previamente se
se determin6 el contenido de estos componentes. Cuando los contenidos en alguno de estos
componentes fue mayor al 5% se considerd necesaria su extraccion. En la Figura 6, se
muestra el diagrama de flujo de los pasos a seguidos para la seleccion de la enzima comercial
de mejor comportamiento en la licuefaccion de la MIAA de mora. En el Anexo 8.1 (secciones
8.1.17,8.1.19y 8.1.23 a 27) se describe cada analisis.



Material Insoluble en Alcohol
(MIA)

il

Lavado con agua destilada (4°C)

Material Insoluble en Alcohol y
Agua (MIAA bruta)

Protedlisis (Pronasa)

Amilolisis (a- amilasa,
amiloglucosidasa)

l

MIAA.
(Purificada)

\

Hidrolisis enzimatica de la MIAA.
(Preparados comerciales)

l

Centrifugacion

Parte Insoluble

Sobrenadante
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AGU

Azucares neutros(Antrona)

Figura 6 - Diagrama de flujo realizado para la seleccion del preparado enzimatico
comercial de mejor comportamiento para la licuefaccion de la MIAA de mora.
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4.7 Aplicacion del pretratamiento enzimatico para la obtencion de jugo
clarificado de mora mediante microfiltracion tangencial y evaluacién de su

efecto sobre las propiedades funcionales.

De los resultados obtenidos en la seccion precedente (4.6), se seleccioné el preparado
enzimatico comercial para tratar la pulpa de mora madura, previo a la operacién de
microfiltracion tangencial En la Figura 7, se presenta un esquema simplificado de los

componentes de la unidad piloto de microfiltracion tangencial que se utilizd para estos
ensayos.

Mammita de :
alimentacion | Retenido I

r 3

Membrana tubular
multicanal de ceramica
altimina Zircon 0,2 ym
diametro de poro

Bomba de
alimentacion

Bomba de
recirculacion

Figura 7 - Esquema simplificado de la unidad piloto de microfiltracion tangencial.
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4.7.1 Ensayos

Se realizaron tres (3) ensayos de microfiltracion de 1 hora de duracién, los cuales
pemmitiron obtener muestras de jugo y producto retenido, para la evaluacion de las
propiedades funcionales del producto.

4.7.3 Evaluacion

Se evalud el efecto de las operaciones de pretratamiento enzimatico y clarificacion sobre las
propiedades funcionales de la mora, en los jugos de fruta: previo al tratamiento enzimatico,
al final del tratamiento enzimatico y luego de la operacion de microfiltracion. En la
Figura 8, se presenta el diagrama de flujo del proceso realizado para la obtencién de jugo
clarificado de mora, las flechas de color rojo indican los puntos de toma de muestras para los
analisis.

La fruta congelada procedente de APROCAM, se descongelo por un periodo de 24h a 5°C.
Una vez descongelada se obtuvo la pulpa utilizando una despulpadora (Indiana), en dos
etapas, en la primera se utiliz6 una malla de 1,524 mm de avertura de poro la que permitio
obtener una pulpa de mora en la cual el grueso de semillas y tallos fue eliminado. En una
segunda etapa la pulpa fue procesada con una malla de 0,838 mm de averturta de poro
obteniedose una pulpa libre de semillas e impurezas.

El paso siguiente consistio en el calentamiento de la pulpa en una marmita hasta una
temperatura de 35+1°C. Cuando la pulpa alcanz6 dicha temperatura se procedié al agregado
del preparado enzimatico (Klerzyme 150) a razén de 100ppm. Durante la hora de incubacion,
se agito el jugo fue agitado manualmente en forma esporadica.

Habiendose cumplido el pretratamiento enzimatico, se comenzo el proceso de clarificacion.
Durante el proceso de MFT, se mantuvo una Ptm de 1,65 bar, una velocidad tangencial (U) de
7m/s y uan temperatura promedio de 35+1°C. La recopilacion de datos de volumen de

permeado (L), flujo (L/h), temperatura del permeado, la presién de entrada, y de salida (bar)
se realiz6 manualmente.
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La toma de muestras se realizd lo mas cuidadosamente posible y posteriormente fueron

llevadas a la camara de congelacion de frutas.

Al culminar cada ensayo, con el fin de no perder permeabilidad de la membrana, el equipo fue
lavado siguiendo las indicaciones del fabricante.

Fruta Mora (variedad vino), previamente
acondicionada y seleccionada.

Despulpado Desechos (Semillas,
(mallas de 1,524 y 0,838 mm). solidos retenidos)

— |}

Tratamiento enzimatico del jugo pulposo
(Klerzyme 150; 100 ppm; T°C=35, t=1h)

u
Microfiltracion Tangenclal :

(Ptm = 1,65 bar, T prom=35°C, area 0,22 m?) Retenido
U

Envasado en bolsas opacas metalizadas
de los productos (permeado y retenido)

Figura 8 - Diagrama del proceso realizado para la obtencion de jugo clarificado de mora

A las muestras se les determiné el pH, grados Brix, color, polifenoles total, contenido de
vitamina C, antocianinas totales y capacidad antioxidante por el método ORAC (Anexo 8.1,
secciones 8.1.3 a 8.1.6 y 8.1.10 a 8.1.12). Los resultados fueron analizados por separado
utilizando la prueba t de Student (a = 0,05).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizacion fisico-quimica y como alimento funcional de la mora

(Rubus spp) a diferentes estados de madurez.

5.1.1 Influencia del grado de madurez sobre las caracteristicas fenotipicas de la

mora.

En la Figura 9, se muestra el color y la apariencia general de la fruta, a los 3 estados de

madurez propuestos y la caracterizacion fenotipica cuantitativa que se presenta en el Cuadro

Figura 9. (fotografia) Color de la mora segtin la escala de madurez propuesta (Grado 1:
estado de madurez intermedio, Grado 2: tres cuartos de madurez, Grado 3: totalmente
madura).

Cambios en el peso, dimensiones y color de la fruta. El peso de la fruta se incrementa
conforme avanza el estado de madurez (Cuadro 6) con un valor promedio de 2,7g al alcanzar
el estado maduro. Estos cambios de peso se acompafan con cambios en las dimensiones de
la fruta, la cual se torna mas ancha (1,5 cm en promedio) y larga (2,0 cm en promedio) en el
estado maduro. Estos resultados muestran que los cambios de forma y peso se acompafian
con cambios del color externo de la fruta, lo cual coincide con la etapa final de desarrollo de la

mora mencionada por Herandez-Gil & Bautista (s/f).
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Respecto a los parametros de color extemos, la luminosidad (L*) disminuye significativamente
(p<0,05) al pasar del estado de madurez intermedio al totalmente maduro, indicando que la
fruta se oscurece (Figura 9). El parametro b* (indicador de los cambios de color de amarillo a
azul en el eje de las ordenadas) presenta el menor valor absoluto al estado de fruta totalmente
madura y es significativamente diferente (p<0,05) respecto al estado de tres cuartos de
madurez (Cuadro 6). El parametro a* (indicador de los cambios de color que van de verde a
rojo) varia significativamente (p<0,05) entre los grados de madurez, siendo mayor para el
estado de tres cuartos de madurez y menor para la fruta totalmente madura (Cuadro 6).

Con el propésito de visualizar los cambios en el color de la fruta a los estados de madurez
planteados se estimaron los valores de “Hue” (que indica el tono o variacion con respecto al

estado puro del color) y el valor de “Chroma” (que indica la intensidad o pureza del color) con
las formulas expuestas en el anexo 8.1.3.

En el estado de madurez intermedio y el estado de madurez tres cuartos, el Hue obtuvo
valores de 0,2, no difiriendo significativamente entre ambos estados. Este valor ademas indica
una posicion muy cercana al eje de las abcisas en las variaciones del color rojo (Figura 9).
Para la fruta en estado madura, el valor de Hue fue de 0,3 (existe diferencia significativa a
p<0,05) lo que indica que en este caso existe una tendencia mayor hacia el rojo y el azul
(menores valores absolutos de a* y b*).

La diferencia entre los estados intermedio y tres cuartos de madurez, es que el primero los
colores son menos intensos (Chroma) y mas luminoso (L) (menos oscuro). No obstante, al
pasar al estado de fruta completamente madura aumenta el “Hue” significativamente (0,3)
posicionandose mas hacia los tonos azules y rojos mezclados con negros (indicados por la
disminucion significativa de la luminosidad). Los resultados del anélisis de color (Hunter Lab)

son coincidentes con lo que visualmente se puede observar en el momento de la cosecha de
la fruta (Figura 9).
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Cuadro 6. Caracterizacion fenotipica de la mora segin la escala de madurez propuesta’.

Estado Peso Ancho Largo Color (Hunter Lab
De madurez (9) (cm) {cm) L* a* b* Hue Chroma
Intermedio | 1.8+04¢c |13+01 c | 18+02b | 321+08a | 314+06b | 70+ 04b | 020+001b 7,0+ 0,4a
Tres cuartos | 21 +06b | 1,3+01b | 1,8+02b | 241+05b | 359+02a | 84+03a | 0,20+0,01b 8,0+ 0,3b
Madura 27+08a | 15+01a | 20+03a 152+ 0,7 ¢ 258+14c | 64+04b | 0,300+£0003a | 64+04a

' Datos expresados como promedio + desviacion estandar. Peso, ancho y largo n=60, color n=3. Letras disfintas
en la misma columna indican diferencia significativas (P < 0,05, Tukey).

5.1.2 Influencia del grado de madurez sobre la composicion quimica de la mora.

En el Cuadro 7 se presentan los resultados de la composicion quimica de la mora, a los 3
estados de madurez propuestos.

Materia seca, acidez, pH y °Brix. El contenido de materia seca del fruto (%) disminuye
significativamente (p<0,05) a medida que se alcanza el estado completamente maduro. Esto
se explica por el aumento en el contenido de humedad, que ejerce un efecto de "dilucion”

sobre los componentes de la materia seca de la fruta.

Este aumento en humedad va acompafado de un aumento de peso como ya se menciono.
Los sélidos solubles totales (°Brix) se incrementan significativamente del estado intermedio al
maduro (5 a 8° Brix en base fresca). Segiin Castro & Cerdas (2005), el valor de 8 °Brix es un
indicador de que la fruta ha llegado al estado maduro.

No hay diferencia significativa entre los valores de acidez para a los estados intermedio y tres
cuartos de madurez, pero éstos son mayores que los valores encontrados para el estado
maduro (2,82 vs 2,25 g acido citrico/100g).

Este comportamiento es similar al reportado por Siriwoham et al. (2004), donde se observd
una disminucién de 2,3 a 1,3 g de acido citrico / 100g de fruta fresca y un aumento en los °Brix
(11 a 18 °Brix para el cultivar Evergreen y 9,46 a 16 para el cultivar Marion).
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Las variaciones de pH en la fruta concuerdan con el comportamiento de la acidez: no hay
diferencia significativa entre los valores de pH para los estados intermedio y tres cuartos de
madurez, pero estos son menores que los valores encontrados para el estado maduro.

Gonzalez et al. (2000), reportan valores mas altos de sdlidos solubles (15,52 y 11,96 °Brix en
cultivares Wild y Thomnless, respectivamente) asi como de pH (4,45 y 3,64) y mas bajos para
la acidez reportada como g de &cido citrico / 100g de fruta fresca (0,37 y 1,16 en cultivares
Wild y Thomless, respectivamente).

Reyes-Carmona et al. (2005), observaron que los niveles de acidez, sélidos solubles (°Brix) y
pH evaluados en moras producidas en diferentes climas y regiones geograficas difieren
significativamente. Por ejemplo, las moras de Oregon (variedades Marion y Siskiyou) tuvieron
altos valores de acidez (3,46 y 2,55 g de acido citrico/100 g de fruta respectivamente) en
contraste con las moras producidas en México (1,66 a 1,77 g de acido citrico/100 g de fruta),
atribuido principalmente a las bajas temperaturas durante el desarrollo del fruto en Oregon (11
°C en contraste con los 18 °C en México. Ello implica una menor degradacion de los acidos
organicos. A su vez, las variedades de Oregon presentaron mayor contenido de sélidos
solubles que las mexicanas de cualquier estacion de cosecha, lo que es explicado por
encontrarse esos genotipos adaptados a un fotoperiodo mas largo en el verano (debido a su
latitud) lo que conlleva a un periodo mayor de traslocacion de fotosintatos al fruto.

En el caso de las moras costarricenses, las caracteristicas agroclimaticas de la zona de
cultivo y el genotipo, podrian determinar frutas menos dulces y mas acidas respecto a las
reportadas por Reyes-Carmona et al. (2005) (Anexo 8.2).



Cuadro 7. Caracterizacion quimica de fa mora seg(n escala de madurez propuesta’.

Base himeda
Parametro Estado de madurez
Intermedio Tres cuartos Madura
Materia seca 17,2+ 0,5¢(3) 16,0+ 0,4 b (3) 150+0,3a(3)
pH 2,30+0,03b(3) 2,30+0,01b(3) 25+01a(3)
Acidez (equ. g Ac. citrico / 100 g) 27+0,1a(6) 2,8+0,1a (6) 23+0,2b(6)
Soélidos solubles (°Brix) 50+0,1c(6) 6,4+0,2b (6) 7,7+0,1a(6)
Ceniza (%) 0,60 +0,03a(3) 0,50 + 0,05 ab (3) 0,50 + 0,02 b (3)
Proteina (%) 1,20+ 0,013 (3) 1,00+ 0,02 b (3) 0,90 +0,05¢c(3)
Grasa (%) 1,100,022 (3) 08+04a(3) 08+0,1a(3)
Fibra dietética (%) 95+1,0a(3) 82+05ab (2) 65+04b(3)
Carb. totales + lignina (%) 11,6+0,4a(3) 108+ 0,5 ab (3) 10,6 £0,1b(3)
Carb. disponibles (%) 210,6b(3) 25+0,1ab(2) 41+03a(3)
Aziicares totales (%) 09+0,1¢(3) 27+0,1b(2) 33+02a(3)
Sacarosa (%) nd (3) nd (2) nd (3)
Glucosa (%) 0,50 +0,03b (3) 14+05a(2) 1,7+20,12a(3)
Fructosa (%) 0,40+0,03b (3) 13+042a(2) 15+0,1a(3)
Base seca
, Estado de madurez
Parametio Intermedio Tres cuartos Madura
Ceniza (%) 35+0,1a(3) 34+03a(3) 31+0,2a(3)
Proteina (%) 70+02a(3) 63+0,2b(3) 59+03b(3)
Grasa (%) 6,1+0,2a(3) 5+2a(3) 50+09a(3)
Fibra dietética (%) 55+5a(3) 52 +3ab (2) 43+2b(3)
Carb. Totales+ lignina (%) 67,4+0,7a(3) 68+ 3a(3) 71+1a(3)
Carb. disponibles (%) 12+4b(3) 15,7+ 0,6 ab (2) 280+3,0a(3)
Azicares totales (%) 55+05¢(3) 173+0,5b(2) 22+15a(3)
Sacarosa (%) nd a(3) nda(2) nd a(3)
Glucosa (%) 30+0,2b(3) 9+3a(2) 11,7+0,7a(3)
Fructosa (%) 25+02b(3) 8+3a(2 104 +08a(3)

1 Datos expresados como promedio + desviacion estandar; nimero entre paréntesis indica el n® de repeticiones
(n). Letras distintas en la misma fila indican diferencia significativas (P < 0,05, Tukey). nd = no detectado.
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Cenizas, Proteina y Grasa. El contenido de cenizas y proteinas en base fresca disminuye
significativamente a medida que el fruto transita del estado intermedio al totalmente maduro
(Cuadro 7). Sin embargo, visto en base seca, no se evidencian diferencias significativas para
el contenido de cenizas entre los tres estados de madurez evaluados ni para proteinas entre
los Ultimos dos estados de madurez (Cuadro 7). La disminucion en base fresca de estas
fracciones es explicada por un efecto de dilucion al presentar el fruto un mayor contenido de
agua. El contenido de grasa (%) tanto en base seca como en fresca, no varia
significativamente con el transcurso de la maduracion de la mora.

El contenido (%) final en base fresca de cenizas, proteinas y grasa, en ninguno de los casos
supera el 1%, siendo estos valores comunes para la mayoria de las frutas.

Carbohidratos totales + lignina, fibra dietética y carbohidratos disponibles. Los
carbohidratos totales + lignina en base fresca, disminuyen significativamente (11,6 a 10,6%) al
pasar del estado de madurez intermedio al completamente maduro (Cuadro 7). Sin embargo,
al observar su evolucion en base seca no se encuentran diferencias significativas (Figura 10).

Esto se explica por el efecto de “dilucion® de los carbohidratos a causa del aumento
significativo en el contenido de agua.

La mora, como la mayoria de las frutas, a medida que va alcanzando el estado totaimente
maduro, cambia los tipos de carbohidratos que la conforman pero no la cantidad. En la Figura
10, se observa claramente que a medida que avanza el desarollo del fruto, disminuye
significativamente el contenido de fibra (polisacaridos). Simultaneamente se observa un
aumento significativamento en el contenido de carbohidratos disponibles. Segin Hemandez-
Gil & Bautista (sff), el aumento de azicares disponibles es explicado por una mayor
traslocacion de fotosintatos al fruto y/o a la hidrolisis de sustancias cementantes de la pared
celular (pectina). Como se observa en el Cuadro 7, la cantidad de azlcares totales (HPLC) es
levemente inferior al contenido en aziicares disponibles (estado maduro). Esto es explicado
por diferencias en la precision a la hora del calculo. Mientras los azlicares disponibles se
estiman por diferencia (fibra dietética — “carbohidratos totales + lignina”) los azlcares totales
se cuantifican e identifican directamente a través de HPLC.
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Al aumentar la concentracion de azicares disponibles dentro de las células del fruto aumenta
el potencial osmotico (mas concentracion de solutos intracelulares), permitiendo el ingreso de
agua desde el exterior. Este proceso lleva a la acumulacion de agua en el fruto y a su
aumento de peso y tamafio (Cuadro 7).

La mora costarricense en estado totalmente maduro, se distingue como un alimento rico en
fibra, aportando en promedio 6,5g de fibra dietética por cada 100g de fruta fresca. Estos
valores son muy superiores a los reportados por la UdeA (1995) en pulpa de mora de Castilla
(1,36 — 1,38%). Pak (2003), utilizando el mismo método de analisis de fibra dietética que el
empleado en la presente investigacion, reporta un valor promedio de 2,41 £ 1,26 % de fibra
dietética para las 38 frutas analizadas, entre las que se incluyen: ciruelas, uvas, papaya,
manzanas verdes y rojas, higos, duraznos, nectarinas, damascos, fresas, melones, pera,
platano y naranjas entre otras. Aunque este es un valor promedio, ninguna de estas frutas se
aproxima al nivel de fibra dietética que aporta la mora costarricense. Esto es explicado porque
nestros andlisis a los distintos estados de madurez fueron realizados con la fruta entera, la
cual contiene las semillas. El material insoluble en alcohol (MIA) de la pared celular es un
estimador de la fibra dietética que contiene la fruta. Como veremos méas adelante, la mora
contiene 2,9% de Material Insoluble en Alcohol (MIA) en jugo pulposo sin semillas. Esta
diferencia (de 6,45% de fibra dietética en la fruta y de 2,9% de fibra dietética valorada como

MIA en el jugo pulposo sin semilla) estaria dada por la presencia de las semillas al estimar el
valor para la fruta entera.
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% de Fraccion

l Intermedio Tres cuartos Madura
‘ Grado de madurez del fruto

‘ | @ Carbohidratos totales + lignina I Fibra dietética (%) CI Carb. Disponibles (%) | |

Figura 10 - Contenido y evolucion de los carbohidratos totales (% promedio, base seca)
segun estados de madurez de la mora.

Azicares totales por HPLC: Los principales azicares encontrados en las moras son
glucosa y fructosa, los cuales aumentan significativamente a medida que transcurre el
desarrollo del fruto (Cuadro 7). En estado maduro la mora contiene en promedio un contenido
de glucosa de 1,7 + 0,1% en base fresca (11,7 £ 0,7% base seca) y 1,5 + 0,1% de fructosa
en base fresca (10,4 + 0,8 % base seca). No se detecto la presencia de sacarosa en ninguno
de los estados de madurez evaluados. Estos resultados coinciden con los reportados por
Wrolstad et al. (1980) quienes encontraron Gnicamente glucosa y fructosa (por medio de
resinas de intercambio i6nico) en moras (Rubus spp. e hibridos)

5.1.3 Influencia del grado de madurez de la mora sobre la capacidad antioxidante

(ORAC), contenido de polifenoles totales, antocianinas totales y vitamina C.

La influencia del grado de madurez sobre el contenido de antocianinas totales, polifenoles
totales, vitamina C y capacidad antioxidante se presenta en el Cuadro 8.
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Cuadro 8 - Contenido de antioxidantes naturales, vitamina C y actividad antioxidante
(ORAC) de la mora costarricense variedad vino !

Base humeda (BH)
Estado de madurez

Parkmie Intermedio 3/4 Madurez Maduro
ORAC (pmol TE/g)? 383+01b 429+ 26b 643+39a
Polifenoles totales (mg / 100 g) 5806+236a 4587 +628b 5248 + 24 4 ab
Antocianinas (mg/ 100 g)* 86+18¢c 282+18b 770+ 106 a
Vitamina C (mg / 100 g)* 42+05a 35+13a 29+13a
Base seca (BS)

Estado de madurez

Farmetro Intermedio 3/4 Madurez Maduro
ORAC (umol TE/g)? 223+64b 2692+199b 4316+300a
Polifenoles totales (mg / 100 g 3368,5 + 48,4 ab 28740+ 3249b 3521,1 £1070a
Antocianinas (mg /100 g)* 498+ 10,3¢c 1773+ 147b 5170+623a
Vitamina C (mg/ 100 g)° 244+21a 222+80a 196+86a

'Datos expresados como promedio + desvio estandar (para cada grado de madurez (n = 3). Lelras diferentes en
la misma fila indican diferencia significativas (P < 0,05).
2Datos expresados como micromoles de Trolox equivalentes (TE) por g de fruta fresca o fruta seca.

ITotal de polifenoles expresados como mg equivalentes de acido galico (GAE) por 100 g de fruta fresca0 100 g
de fruta seca.

4 Total de antocianinas expresadas como mg cianidina 3-glucosido por 100 g de fruta fresca o fruta seca
5. Expresado como mg equivalentes de acido galico (GAE) por 100 g de fruta fresca o 100 g de fruta seca.

Contenido en polifenoles totales. El mayor contenido de polifenoles (581 + 24) mg de GAE
equiv/100 g peso fresco ocurre en el estado intermedio. Este contenido disminuye
significativamente al pasar a % de madurez (459 + 63 mg GAE equiv /100g peso fresco). En
esta etapa el comportamiento coincide con lo reportado por Wang & Lin (2000), quienes
encontraron que los polifencles totales decrecen significativamente con la maduracion de la
mora (295 a 226 mg de GAE equiv/100g de fruta fresca) al pasar del estado verde a maduro.

Del estado % de madurez al de fruta totalmente madura se visualizd un aumento significativo
en el contenido de polifenoles totales de la mora costarricense (525 + 24 mg GAE equi/100g
de BH). En términos absolutos en el estado maduro, la mora costarricense posee similares

contenidos de polifenoles que los reportados por Sellappan et al. 2002, los cuales son de 555



69

mg GAE equi/100g fruta fresca y 417 mg GAE equi/100g fruta fresca para las variedades
Choctaw y Kiowa respectivamente. Los valores reportados por Moyer (2002) son de 460 mg
GAE equi/100g fruta fresca como valor promedio para las moras analizadas. Los resultados
encontrados en Costa Rica son superiores a los reportados por Benbenuti et al. (2004),

quienes reportan en promedio un contenido de 289,3 + 55,8 mg de GAE equivalente /100g de
mora fresca.

Si se observa en el Cuadro 8 el contenido de polifenoles, sin tomar en cuenta el agua que
presenta la fruta (peso seco), al pasar del estado intermedio al de % de madurez no se
observa una disminucion significativa de los mismos (de 3368 a 2874 mg de GAE equi/100g
BS) contrario a lo observado en base al peso fresco de la fruta. El mayor contenido de
polifenoles ocurre en el estado de fruta totalmente madura (3521 + 107 mg de GAE
equivalente/100g de fruta). El método de Folin-Ciocalteu cuantifica todos los polifenoles
(flavonoides, no-flavonoides y antocianinas) presentes en la muestra y como se discutira mas
adelante en el estado maduro la fruta presenta un mayor contenido de antocianinas, lo que
hace aumentar el contenido total de polifenoles. Segin Sama-Manchado & Cheynier (2006),
generalmente en el estado maduro de los frutos rojos, el perfila de polifenoles esta dominado
por las antocianinas.

En base a lo observado, se infiere que el contenido de polifenoles no presenta un patron de
linealidad con el avance de la maduracion de la fruta. Este comportamiento coincide con el
reportado por Siriwoham et al. (2004). En su caso, el contenido de polifenoles tendio a
decrecer del estado insuficientemente maduro al maduro (975 a 903 mg GAE equiv/100g de
fruta fresca) y se incrementd al pasar de maduro a sobremaduro (903 a 1541mg GAE
equiv/100g de fruta fresca) tal como ocurre en las moras costamicenses estudiadas. En
términos absolutos los contenidos en polifenoles totales reportados por estos autores
(inclusive para el estado insuficientemente maduro) son superiores a los encontrados en esta
investigacion, entre un 40 a 42%.

Wang & Lin (2000), encontraron que los polifenoles totales en frambuesa decrecen
significativamente al pasar del estado verde a rosado y luego aumentan al pasar del estado
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rosa al maduro, siendo un comportamiento similar al que se identificd en este trabajo para las
moras.

Contenido en antocianinas totales. Las antocianinas totales se incrementaron
significativamente (p< 0,05), con el avance del estado de madurez (de 8,6 a 77,0 mg/100g BH
50 a 517,0 mg/100g BS al pasar del estado intermedio al maduro) (Cuadro 8). Este
comportamiento coincide con el reportado por Wang & Lin (2000), sin embargo, en términos
absolutos los contenidos finales de antocianinas son mas bajos (50% inferiores) al pasar de
fruta rosada a madura.

En el estado maduro las moras costarricenses contienen entre un 41 y 70% menos

antocianinas (BH) que el reportado por Siriwoham et al. (2004), para 11 cultivares de mora.

Los resultados encontrados en la presente investigacion, estan entre los rangos reportados
por Moyer et al. (2002) de 70 a 230 mg /100g para 27 moras hibridas, y por Fan-Chian &
Wrolstad (2005), quienes reportan rangos de 70,3 a 201 mg/100g de peso fresco para 18
diferentes cultivares de mora, Sin embargo, estan por debajo del promedio (141 mg/100g y
137 mg/100g de fruta fresca, respectivamente). Benvenuti et al., (2004) reportan valores
promedio similares a los del presente trabajo (88,7 + 24,4 mg de cianidina 3-glucosido/100g
de fruta fresca) en 8 cultivares de mora.

Reyes-Carmona et al., (2005) concluyen que las diferencias en los contenidos de compuestos
fendlicos parecerian ser mas fuertemente explicadas por causas genotipicas que por
variaciones en climas o estaciones de crecimiento de los cultivos.

Contenido en vitamina C. El contenido de vitamina C en moras no cambia significativamente
con el estado de madurez, siendo en promedio de 3,6 mg/100g de fruta fresca y 22 mg/100g
de fruta en base seca. Hasta el momento son pocas las investigaciones que mencionan el
contenido de vitamina C en la mora como realmente relevante. Benbenuti et al. (2004),
reportan valores promedio para un total de 8 cultivares de mora de 12,9 mg/100g de peso
fresco, lo que representa un contenido de 3,6 veces mas que los encontrados en la presente
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investigacidn. Este autor determina el contenido de vitamina C por HPLC, lo que podria estar
incidiendo en esta diferencia.

Capacidad antioxidante (ORAC). La capacidad antioxidante de las moras varia con el
estado de madurez (Cuadro 8). Se observd un aumento significativo desde el estado
intermedio al estado maduro (38,3 a 64 pmoles TE/ g BH y de 222 a 432 umoles TE/g BS).
No se encontraron diferencias significativas entre el estado intermedio y el % de madurez.
Estos resultados son superiores a los reportados por Wang & Lin (2000) quienes obtuvieron
valores de ORAC entre 75 a 50 % inferiores para el estado rosado y maduro respectivamente.

Siriwohan et al. (2004), reportan valores de 58,5 a 60,9 pmoles TE/g BH al estado maduro y
Siriwohan & Wrolstand (2004), reportan valores de 34,3 a 35,5 umoles TE/g BH. Los valores
de ORAC de las moras costarricenses, se encuentran dentro del rango de los valores
reportados por Moyer et al. (2000), (33 a 70,6 umoles TE /g BH) para un total de 27 moras
hibridas.

Aln cuando, el contenido de polifenoles totales disminuye al pasar del estado de madurez
intermedia a % de madurez BH (Cuadro 8), la capacidad antioxidante de las moras se
mantiene sin cambios significativos (p<0,05) al transcurrir este cambio de estado. Esto se
explica por el aumento significativo (p<0,05) y sostenido durante los tres estados de madurez
de las antocianinas.

Se encontrd una correlacion positiva significativa (p<0,05) entre la capacidad antioxidante de
la fruta y el contenido de antocianinas de las moras, mientras que resulté no significativa
(p>0,05) entre el contenido de polifenoles y la capacidad antioxidante (Figura 11).
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Este comportamiento coincide con el reportado por Reyes-Carmona et al. 2005 y Wang & Lin
(2000).
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Antocianinas totales expresadas como mg de cianidina 3-glicosido/100g de fruta fresca. Capacidad antioxidante-
ORAC, expresada como umoles de Trolox equivalente cada 100g de fruta seca (BS). Valor de correlacion
resultante de la corrida estadistica de los datos (JMP version 5.1)

Figura 11 — Correlacion entre el contenido de contenido de antocianinas totales
(mg/100g de fruta en base seca) y la capacidad antioxidante- ORAC (pmoles de Trolox
equivalente cada 100g BS)

Estos valores de comelacion indican que la capacidad antioxidante de las moras
costarricenses esta fuertemente explicada por el aumento en el contenido en antocianinas
totales en BS (R2 = 95%). Al pasar del estado intermedio al maduro el contenido de
antocianinas aumenta 10 veces, y la capacidad antioxidante se duplica (Cuadro 8).

No obstante, esto no significa que el contenido de polifenoles no contribuye a la capacidad
antioxidante, lo que sucede es que el comportamiento de los polifenoles durante el transcurso
de la escala de madurez, no es lineal. Es mas, si se observa en el Cuadro 8, en el estado
intermedio donde la cantidad de antocianinas es la mas baja de la escala (49,8 mg/100g), la
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fruta ya presenta casi el 52% de la capacacidad antioxidante que alcanza al estado maduro,
del cual un 40% se debe a los polifenoles.
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Figura 12- Correlacion entre los parametros que definen significativamente (p<0,05) el
color de la mora (L* a * y Hue) y el contenido de antocianinas en la fruta en base fresca.

Se encontrd que los parametros L (luminosidad), a y “Hue” estan significativamente (p<0,05)
correlacionados con el contenido de antocianinas de la fruta a los diferentes estados de
madurez propuesto (Figura 12).

Por otra parte, que el “Chroma” y el parametro b no presentaron una relacion lineal
significativa (p>0,05) con el contenido de antocianinas. El parametro L es el que mejor se
correlaciona con el contenido de antocianinas de la fruta (R2 =0,94). Es decir, visualmente,
cuanto menos luminosa sea la mora (mas oscura) mayor sera el contenido en antocianinas y
por tanto su capacidad antioxidante. Sin embargo, para poder utilizar el valor de L para
predecir el contenido de antocianinas (L=32 +0,03 [Antocianinas mg/100g]) es necesario

aumentar el nimero de observaciones (e incluir moras de diferentes fincas) y volver a realizar
el analisis estadistico.

No obstante, la escala de madurez propuesta es una herramienta muy (til que permite desde

la finca, cosechar la materia prima en el estado mas conveniente, segin el objetivo de
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procesamiento que se persiga. Por ejemplo, para la obtencion de jugos que posean alta
capacidad antioxidante, se recomienda utilizar como materia prima moras en el estado
maduro, dado que presentan la mayor concentracion de antocianinas y éstas estan
fuertemente correlacionadas (R2=0,95) con la capacidad antioxidante (ORAC). Si interesara el
contenido de polifenoles, cualquier estado de maduracién seria adecuado. En el caso de
buscar la purificacion de antocianinas para ser utilizadas como colorantes naturales,
posiblemente se deberia escoger la mora en estado maduro.

Para ubicar los resultados de contenidos de antioxidantes y capacidad antioxidante con

respecto a otros valores reportados en la bibliografia para diferentes especies y variedades de
moras, referirse al Anexo 8.2.
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5.2 - Caracterizacion de la pared celular de la mora y resultados de su

hidrolisis enzimatica.

En la Figura 13, presenta nuevamente el esquema para la obtencion de la pared celular y la

identificacion de sus diferentes fracciones, senalando los rendimientos obtenidos en cada

etapa.
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Jugo Pulposo sin semillas
(2150g)
79%

21%

Ebullicion Etanol anhidro 95%, lavado con

* Etanol al 80%/ Acetona/ Eter

:

Material Insoluble en Alcohol
(MIA bruta) (62,4331 g)
2.9% del jugo pulposo

100%

'

Lavado con agua destilada (4°C)

|
4

Pectina Soluble en
Agua (PSA). 47%

o L8

Material Insoluble en Alcohol y
Agua (MIAA bruto) (33,2832 g)
1,5 % del jugo pulposo
53%

% Proteina hidrolizada
11.2%

l

4+— Protedlisis

|

L 4

MIAA Purificada

% Pectina Insoluble
39,3%

% Proteinas
Estrurales

% Lignina
5<8°‘1ﬁ ‘ 4. 5“.’":‘1

% Hemicelulosay %
Celulosa
37,3%

% Cenizas
3.1%

Figura 13 - Diagrama de aislamiento de las diferentes fracciones de la pared celular de

la mora.
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En la Figura 13, en rojo, se muestran los porcentajes de pulpa y desechos con respecto a los
kg de fruta procesada, obteniéndose un 79% de jugo pulposo de mora sin semilla y un 21% de
desechos que incluyen semillas y tallos.

De esa fraccion de jugo pulposo sin semilla se obtuvo un 2,9% de material insoluble en
alcohol (MIA), que tras sucesivos lavados con agua, permitié la obtencion de un 1,5% de
material insoluble en alcohol y agua (MIAA). Es decir que la MIAA representa el 53% de la
MIA. El rendimiento en MIA es coincidente con el reportado (2,98%) por Dongowski &
Sembréis (2001) en ofra rosacea: la manzana (Malus pumila).

Tomando a la MIA de referencia (100%) se obtuvo un 46,6% de pectina soluble en agua
(PSA) y cerca de un 53% de MIAA (los datos en relacion a la MIA se presentan en azul).

No se detecté almidon en el andlisis de la MIAA, mientras que se detectdé un 17% de
proteinas. La metodologia de precipitacion alcohdlica de las macromoléculas, implica la
sepracion de todos los componentes de la pared celular. Sin embargo, también co-precipitan
algunos contaminantes tales como el almidon y algunas proteinas citoplasmicas. En nuestro
caso, la mora madura no contiene almidén y por lo que no fue necesario hacer una amildlisis.
No obstante, el alto contenido de proteinas en la MIAA permite deducir la presencia, de una
contaminacion por proteinas citoplasmaticas. Por lo que se requiere una prote6lisis para
eliminarlas, ya que estas son mas sensibles al ataque de las proteasas que las proteinas de
constitucion que son parte integrante de la pared celular. Esta extraccién también es
beneficiosa para poder usar la pared purificada en las pruebas de ataque enzimatico con
preparados comerciales, ya que éstas dificultan la hidrdlisis compitiendo por sitios de hidrolisis
privilegiados en los sustratos (Brillouet et al. 1988). Tras la hidrélisis enzimatica, se logré una
reduccion del 11,2% del contenido de proteinas de la MIAA. Esto permite suponer que el 5,8%
de proteinas restante (que no logré extraerse tras 6 h de hidrolisis con una proteasa)
corresponderia a la fraccion de proteinas estructurales de la pared celular de la mora.
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Al final de la misma Figura 13, en azul, se muestra el resto de las fracciones obtenidas

(presentadas como porcentaje de la MIAA purificada) cuyo detalle se presenta en el Cuadro
9.

Cuadro 9 - Principales componentes de la pared celular de la mora costarricense,
expresados como % (p/p) de MIA (material insoluble en alcohol) y de MIAA (material
insoluble en alcohol y agua purificada)'.

Pectina Pectina

Hemicelulosa Celulosa Lignina  Ceniza Proteina? Hidrosolu Insoluble
(%) (%) (%) () (k) ble (%) (%)
MIA bruta 127+15 7214 7702 16£02 3,050+0.002 46,7 20,8
MIAA purificada 238+29 135+26 145+04 31104 580004 _ 393

1 Datos expresados como % promedio + desviacion estandar (con n=4 cada fraccion y n=2 para proteina).
2 % de proteina luego de la hidrolisis enzimatica (proteasa).

3 Valores estimados por diferencia: Pectina hidrosoluble=( MIA (g) — MIAA (g)/ MIA (g))*100.
Pectina insoluble = [( MIAA (g)- Z g celulosa, hemicelulosa, lignina, cenizas, proteina)/ MIAA (g))*100]

La pared celular de la mora esta compuesta mayoritariamente por pectina soluble (46,7% de
la MIA) y pectina insoluble (20,8% de la MIA), seguida de las fracciones de hemicelulosa
(12,7% de la MIA), lignina (7,7%) y celulosa (7,2%). La fraccion de proteina total fue de
9,06%, aunque luego de la hidrdlisis, esta se redujo a 3,05% de la MIA. Las cenizas por su
parte significaron un 1,6% de la MIA.

Dado que no existen reportes en la literatura acerca de la composicion de la pared celular de
la mora, ha sido dificil comparar estos resultados con otros estudios. No obstante, el objetivo 1
de este trabajo (Cuadro 7), permitio determinar que la mora en estado maduro posee un
contenido muy alto de fibra dietética (43,3% BS). El contenido de MIA obtenido en el trabajo
(el cual es un buen estimador de la fibra dietética), sin embargo, es de un 20% BS. Esta
diferencia de mas de 20 puntos porcentuales se debe a que la fruta fue analizada incluyendo
las semillas, mientras que para el analisis de la pared se utiliz6 jugo pulposo sin semillas.

Lund & Smoot (1982) caracterizaron la composicion de la fibra dietética de algunas frutas
tropicales y algunos vegetales, utilizando para ello el método de Van Soest para evaluar

hemicelulosa y celulosa; y el método de permanganato para evaluar lignina. Los resultados
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expresados como rangos promedio en base al peso fresco (para carambola, pifia, sapodilla,
papaya, mango, entre otros) fueron: de 0,1 a 0,9% para celulosa; 0,025% a 0,17% para
lignina, y 0,04% a 0,4% para hemicelulosa. Estos autores sefialan que a pesar de que
estudios previos sugieren que los componentes de la fibra de las frutas tropicales no difieren
significativamente de frutas provenientes de otras latitudes, en general, algunas frutas
tropicales contienen altos contenidos en componentes particulares de la fibra. Por ejemplo, se
encontr6 un alto nivel de hemicelulosa en pifia, y de celulosa en sapodilla.

Tratando de establecer algunas comparaciones con los resultados obtenidos por estos
autores, se procedi6 a expresar lor resultados en relacion al peso fresco del fruto sin semilla y
al jugo pulposo sin semilla utilizado para la extraccion de la pared celular (Cuadro 10).

Cuadro 10 - Principales componentes de la pared celular de la mora costarricense,
expresados como % (p/p) de fruta fresca y jugo pulposo sin semilla.

Pectinas
Hemicelulosa Celulosa Lignina Ceniza Proteinas
(%) (%) (%) (%) (%) Hidrosoluble Insoluble
(%) (%)
Fruta fresca
(s/semilla) 0,29 0,17 0,18 0,04 0,07 1,07 048
Jugo pulposo 0,37 0,21 0,22 0,05 0,09 1,35 0,60

Como puede apreciarse en el Cuadro 10, los resultados obtenidos en la presente
investigacion estan comprendidos dentro de los valores encontrados por Lund & Smoot (1982)
para frutas tropicales. La lignina seria el nico componente que saldria un poco del rango, lo
que puede ser explicado por la ocurrencia de un mayor depdsito de esta fraccion en la pared
como consecuencia de factores ambientales estresantes para la planta (Hakkinen, 2000
Matern & Grimmig (1994), citados por Robards & Antolovich, 1997); o por la forma de
procesar la fruta para la obtencion de la pulpa (con licuadora y colador de tipo doméstico) lo
que pudo haber molido semilla y endocarpo lignificado que pasaron a ser parte de la muestra
de pared purificada. También se procesaron el receptaculo y el caliz persistente que son
partes comestibles del fruto, pero que desde su composicion pueden tener pared secundaria.
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5.3 Licuefaccion enzimatica de la pared celular

Hemos visto que la mora es rica en paredes celulares si se compara con otras frutas. Esto
implica una serie de problemas tecnologicos a la hora de realizar las operaciones de
extraccion del jugo, filtracion y/o prensado. Entre mas intactas sean las paredes celulares,
estas retienen el jugo y por consiguiente pueden disminuir drasticamente los rendimientos de
extraccion. También, la pectina soluble, que es el principal componente responsable de la alta
viscosidad del jugo, interfiere en los procesos siguientes de filtracion y eventualmente
concentracion.

Por estas razones, se estudio la posibilidad de degradar la pared celular de la mora con la
ayuda de enzimas exdgenas producidas comercialmente a partir de micro-organismos. Dado
la predominancia en la pared celular de las pectinas solubles e insolubles, de la celulosa y

hemicelulosa, se selecciond enzimas comerciales que contienen las siguientes actividades?
(Anexo 8.3):

e Klerzyme 150 (DMS), presenta muy fuerte actividad poligalacturonasa (866 Ul/mL),
pectinesterasa (409 Ul/mL), pectinliasa (344 Ul/mL), endocelulasa (112 Ul/mL) y
exocelulasa (4 Ul/ml).

o Clarex citrus 12XL (DMS), presenta alta actividad poligalacturonasa (543Ul/mL),
pectinesterasa (350 Ul/mL), pectinliasa (317 Ul/mL), endocelulasa (112Ul/mL) y
exocelulasa (36 UlimL).

» Rapidase vegetable juice (DMS) se destaca por tener alta actividad
poligalacturonasa (369 Ul/mL), pectinesterasa (433 Ul/mL), endocelulasa (124 Ul/mL)
y exocelulasa (10 Ul/ml).

Se aplicaron estas preparaciones enzimaticas para hidrolizar la pared celular purificada
(MIAA) con el fin de conocer su capacidad de accion sobre este sustrato complejo. Los
resultados del comportamiento de los diferentes preparados enziméaticos comerciales

# Informacion suministrada por el Instituto Nacional Autonomo de Investigaciones Agropecuarias- Quito-Ecuador.
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evaluados para la hidrdlisis de la pared celular purificada de la mora (MIAA purificada) se
presentan en el Cuadro 11.

Debe tenerse presente, tal como fue desarrollado en el marco tedrico, que la accion de las
enzimas puede ser evaluada en funcion de los productos de la hidrolisis de cada uno de sus
sustratos especificos. La accion de las pectinasas se evalud a partir del contenido de acido
galacturbnico (AGU) del sobrenadante, mientras que la accion de las celulasas y
hemicelulasas fue evaluada a partir de la cantidad de azlcares neutros (AN). No obstante, los
valores absolutos de estas fracciones resulté por debjo del esperado tomando en cuenta la
composicion de la pared celular de la mora (Cuadro 11).

Por otra parte, para conocer el contenido “maximo” de AGU y AN que eventualmente podria
rendir la hidrolisis enzimatica de la pared celular, se realizé una hidrélisis quimicas (Cuadro
11). Estos resultados mostraron un contenido de AGU en el sobrenadante de 5,40 + 0,06% el
que representa alrededor del 13% de la pectina insoluble identificada en la pared celular. El
contenido de azicares neutros fue de 18,0 + 0,5%), el que representa un 48% del total de

azlicares que potencialmente podrian encontrase fundamentado en el contenido de
polisacaridos en la pared (celulosa + hemicelulosa).

A pesar de lo anteriormente expuesto, los preparados comerciales evaluados (Klerzyme 150
@®, Clarex citrus 12XL ® y Rapidase vegetable juice ®) a diferentes concentraciones (100, 50 y
25 uL/Kg de pulpa, manteniendo temperatura de incubacion y tiempo constantes de 35°C y 1
hora respectivamente) mostraron un desempefio significativamente diferente (p<0,05) para la
hidrdlisis de la pared celular purificada de la mora (MIAA). Los analisis de contenido de AGU y
AN del sobrenadante resultante de la hidrdlisis (sin tomar en cuenta las diferencias en valores

absolutos respecto a la composicion de la pared celular) comprueban que ellos estan
hidrolizando la pared (Cuadro 11).

% La hidrélisis quimica se realiz6 de igual forma que en la determinacién de lignina (Anexo 8.1.18),
pero ajustando la cantidad de 4cido a la proporcién de pared puesta a hidrolizar. Por ejemplo, para 10
mg de MIAA, se utilizan 200pL H,S0, al 72% v/v, mas 2,8 mL de agua destilada.



81

Cuadro 11 - Porcentaje de acido galacturonico (%AGU) y azicares neutros (%AN)
liberados como resultado de la hidrolisis de la pared celular (MIAA) 1.

Preparado  Dosis empleada o »qjpps2 o, AGUReP. % ANAbs. % ANReP.
comercial (uL/Kg pulpa)
Klerzyme 100 36+01a 664+06a 54+02a 10,0+02a
150 (DMS) 50 340+007b 622+09ab  42+02b 76+04bc
25 31+01c  571+14bc  25+01d 47+02e
Clarex 100 310+006c 558+04cd  38+01b 7,0+0,1bc
Citrus 12XL 50 260+003de 471+06de  38+01b 70+0,2bc
(CH5) 25 230+008f 420+29ef 28+05¢cd 52+08de
f:;’;f:msi 100 270+002d 506+05f 42+03b 83+06b
Ylee 250+003ef 450+10fg 36+01bc 6,7+0,1bc
(DMS) 25 200+£005g 372+18g  23+01d 43+02d
Hidrolisis* 54 +0,06 18,0405
Quimica

T Datos expresados como promedios + desviacion estandar; Letras diferentes en una misma columna indican
diferencias significativas entre los tratamientos (test de Tukey, p< 0,05; n=2).

2 Absoluto, se refiere al porcentaje directamente resultante de la hidrélisis enzimética de la pared celular
purificada de mora (MIAA).

3 Relativo, expresa el resuitado en refacion a la concentracion proveniente de la hidrélisis quimica de la MIAA
[(ug de AGU o AN liberados en la hidrolisis enzimatica / pg de AGU o AN liberados en la hidrélisis quimica) x 100]
4 Se refiere alos AGU y AN liberados luego de hidrolizar la pared en caliente con HzSOx.

Como se observa en el Cuadro 11, en para todas las enzimas y concentraciones evaluadas,
se observa una clara tendencia al aumento del porcentaje de hidrolisis (medido como % AGU
0 % AN liberados) al aumentar la dosis de enzima. El mejor comportamiento enzimatico se
obtuvo con el preparado comercial Klerzyme ®, que presentd los mayores rendimientos de
%AGU y de %AN a todas las concentraciones ufilizadas (Figuras 14 y 15). Incluso a 25 uL/Kg
de pulpa no se encontré diferencia significativa (p<0,05) con Clarex citrus 12XL ® a su mayor
concentracion (100 uL/Kg de pulpa). Esto se explica porque este preparado comercial
presenta una muy fuerte actividad pectinolitica, asociado principalmente a la actividad como
poligalacturonasa y pectineresterasa. Ambas enzimas ademas cuentan con un importante
grado de complementacion, al requerirse la accion de la pectinesterasa (que desesterifica las
pectinas) para la posterior hidrolisis del enlace glucosidico (o 1-4) de las pectinas
(Nagodawithana & Reed, 1993).
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Como ya fue mencionado, Klerzyme ® es un preparado enzimatico que combina una fuerte
actividad pectinolitica con otra celulolitica. Dadas estas caracteristicas, se evidenci6 un efecto
sinérgico en la eficiencia de la hidrolisis realizada con esta enzima (Figura 16). Vaillant et al.
(1999) y Vaillant et al. (2005) obtuvieron similares comportamientos cuando el pretratamiento
enzimatico se realizd con preparados comerciales que combinaban pectinasas con celulasas,
frente a aquellos preparados que solo desarrollaban alta actividad pectinolitica o celulolitica,
por separado. En este caso, aln cuando el preparado comercial tiene poca actividad
exocelulasa, fue méas efectiva la accién de la Klerzyme ® que la de Clarex citrus 12XL ®,
incluso a nivel de azucares neutros (%AN), debido posiblemente a este efecto sinérgico
mencionado. En este sentido, también hay que tener presente que la mora es una fruta cuya
pared tiene una mucho mayor presencia de pectina (y menos azicares), lo que también
respaldaria la mejor accion de Klerzyme ®.

51 i

42

37 e 7 . |

% AGU Relativo

£

25 50 100
Dosis de preparado comercial uL/Kg Pulpa
| Klerzyme 150 (DMS) 01 Clarex Cifrus 12XL (DMS) D3 Rapidase vegelable Juice (Dmsﬂ

Las barras representan el % AGU promedio rélativo a la concentracion proveniente de la hidrélisis
quimica de la MIAA.

Figura 14 - Evolucion del % de acido galacturonico relativo (AGU relativo) en funcion
del tipo y concentracion de preparado comercial utilizado.
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Las barras representan el % AN promedio relativo a la concentracion proveniente de la hidrélisis quimica
de la MIAA.

Figura 15 - Evolucion del % de azicares neutros (AN) en funcion del tipo y
concentracion de preparado comercial utilizado.

Tal como se ha comentando, en las Figuras 14 y 15 se observa claramente la superioridad del
preparado Klerzyme 150 ®, con el que se obtuvo el maximo porcentaje de &cidos

galacturénicos relativo para todas las concentraciones evaluadas.
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Figura 16 — Porcentaje de hidrolisis tfotal de la MIAA de mora segin preparado
comercial y concentracion.
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Para evaluar de manera mas completa, qué porcentaje efectivo de la pared es hidrolizado por

estas enzimas, se estimo el % de hidrdlisis total de la siguiente forma:

% de hidrolisis total = [(%AGU + %AN) / 100g MIAA] x100

En la Figura 16 se puede ver como la accion mas importante sobre la pared celular es ejercida
por el preparado comercial Klerzyme.

Como fue comentado, en términos absolutos los porcentajes de aziicares neutros y de acido
galacturonicos tanto en la hidrélisis quimica como en la enzimatica son muy bajos respecto a
lo esperado por la composicion de la pared celular. No obstante, con base en las tendencias
de mejor comportamiento para la hidrélisis de la pared que presenté el preparado Klerzyme
150 ®, y dado que el preciof es igual que el de Clarex citrus ® y sustancialmente menor que el
de Rapidase vegetable juice ®, se escogio dicho preparado como pre-tratamiento enzimatico
en el proceso de microfiltracion tangencial.

8 Klerzyme 150 ®, 14,50 $/kg; Clarex citrus ®, 14,50 $/Kg; Rapidase vegetable juice ®, 33,0 $/Kg. Precios
suministrados por DMS-México a febrero del 2007.



85

5.4 Microfiltracion tangencial del jugo de mora.

A continuacion se describe el comportamiento general de la mora durante el transcurso de la
operacion de microfiltracion tangencial (MFT) y seguidamente el efecto de este tipo de
procesamiento sobre las propiedades como alimento funcional de la fruta.

5.4.1 Comportamiento general de la mora durante el proceso de microfiltracion

tangencial

Si bien no fue objetivo de esta tesis el estudio en profundidad del proceso de microfiltracion
tangencial desde el punto de vista de ingenieria del proceso, a continuacion se presenta la
descripcion del comportamiento de la mora bajo tales condiciones de procesamiento.

Se realizaron tres ensayos de de MFT, siguiendo las mismas condiciones de operacion (Ptm=
1,6 bar; T= 34,9 £1,7 °C y Velocidad tangencial (U)= 7m/s), las que permitieron obtener las
siguientes curvas de flujo de permeado (Jp) y factor de reduccion volumétrico en funcion del
tiempo de operacion (Figura 17).

FLujo (L/hm2)

0 10 20 30 40 50

Tiempo (min)
| ® Fujo1 & Fuo2 & Fijo3 —%—FRV1 —¥—FRV2 ——FRV3|

Figura 17 - Flujo de permeado (Jp) y Factor de Reduccion Volumétrico (FRV) del jugo de
mora a través del tiempo de microfiltracion tangencial (Ptm = 1,6 bar; T= 34,9 1,7 °C)
para los fres ensayos realizados
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La Figura 17, lleva a plantear la hipotesis de que la variacion del flujo de permeado (Jp-Lthm?2)
y el factor de reduccion volumétrico (FRV) a través del tiempo es la misma para los tres
ensayos de MFT.

Con el propésito de comprobar dicha hipétesis se ralizé un analisis de repetibilidad de los
ensayos, utilizando el test de Tukey con un nivel a= 0,05 para evidenciar las posibles
diferencias. Se evaluaron los flujos de permeado (Jp) en funcién del factor de reduccion
volumétrico (FRV) y FRV corregido por la turbidez inicial del jugo (NTUy). Los resultados de tal
analisis se presentan en el Cuadro 12.

Cuadro 12 - Anilisis de repetibilidad de los ensayos de MFT de jugo de mora 1.

Turbidez NTUo? Jpa3 Jps* Jpc®
Ensayo 1 16115a 782b 79,2b 790a
Ensayo 2 16063 a 814b 823 ab 820a
Ensayo 3 11100 b 870a 850a 822a

! Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas entre los ensayos (p<0,05),
2Turbidez del jugo pulposo antes de iniciar la operacion de MFT (al culminar el pretratamiento con enzimas)

3 Flujo promedio de permeado expresado como Jpa=f(FRV)

4 Flujo promedio de permeado expresado como Jpe=f(FRV x NTUo)

5 Flujo promedio de permeado expresado como Jpc=Ff(FRV x NTUo), sin tomar en cuenta los primeros 5 valores

de FRV x NTUo del ensayo tres.

Como se observa en el Cuadro 12, si se evalla el Jpa (L/hm?) el cual es funcion del FRV, se
concluye que los ensayos de MFT 1 y 2 no difieren significativamente (p <0,05) explicado
porque la turbidez del jugo pulposo inicial, es estadisticamente igual; bajo este modo de
observacién el ensayo 3, se presenta como significativamente (p<0,05) superior en
rendimientos que los anteriores.

Teniendo en cuenta dicha diferencia en la tubidéz inicial, se procedié a evaluar los Jpg el cual
es funcién de los factores de reduccién volumétricos de cada ensayo corregido por la turbidez
del jugo al inicio de los mismos (FRV x NTUo). De este modo se pudo observar que los Jps
(L/hm?) promedio del ensayo 1, no difiere del ensayo 2, y este tampoco es diferente al del
ensayo 3. Sin embargo, se sigue manteniendo la diferencia significativa (p<0,05) entre el
ensayo 1y 3 (Cuadro 12).
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Al observar la evolucion de los flujos de permeado promedio de cada ensayo en funcién del
FRV corregido por la turbidez inicial (FRV x NTUo) del jugo se constata que el hecho de iniciar
el proceso de MFT en el ensayo 3 con un valor de turbidez en el jugo pulposo
significativamente menor (p<0,05), conduce a mayores flujos de permeado (Figura 18). Esto
es una importante observacion que debera ser explorada en futuras investigaciones, a fin de
valorar diferentes pretratamientos que reduzcan la turbidez inicial de los jugos para la
obtencion de mayores rendimientos. Con base en la diferencia de turbidez inicial de los jugos,
se eliminaron los cinco primeros valores de Jpc del ensayo 3 (valores circulados en la Figura
18), para que pudiera ser comparable con los restantes ensayos. De esta forma se pude
afirmar (con 95% de confianza), que bajo nuestras condiciones de ensayo (Ptm= 1,6 bar; T=
34,9 £1,7 °C y U= 7m/s) y para jugos de mora con valores de turbidez inicial comprendidas
entre 11100 a 16115 NTU, los altos flujos encontrados de 82 (L/hm2) promedio para los tres
ensayos, pueden ser alcanzados.

Etapa Il

Jp (L/hm2)

60,00 -
40,00

20,00

0'00 T T T T T T T T
10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 800OGO 90000 100000
FRV*"NTUo

@ Ensayo 1 A Ensayo2 a Ensayo 3—l

Figura 18 — Evolucion del flujo de permeado (Jp) en funcion del FRV corregido por
turbidez.

En términos generales el comportamiento de la mora durante la operacion de MFT, se puede
dividir en tres grandes etapas (|, Il y Ill) (Figura 18):



Etapa |, que abarca aproximadamente los primeros 5-8 minutos de ensayo (Figura 18),
cuando se inicia la operacion, en donde se observa que el flujo de permeado (Jp) disminuye
rapidamente pasando de 100 a 76 L/h.m? (en promedio). Esto es explicado por la formacion
de una capa inicial de solidos sobre la membrana, que hace aumentar la resistencia de la
misma al pasaje del jugo (Girard & Fukumoto 2000). Esto representa una caida de alrededor
de 24% respecto al flujo inicial. Esta caida es menor a la reportada por Vaillant et al. (2005a)
para jugo de melon (50% del flujo inicial).

Etapa Il, en la que una vez superado el establecimiento de la capa limite inicial de colmataje,
los flujos tienden a ser constantes, mientras que el FRV aumenta. Este periodo corresponde a
valores de FRVx NTUo comprendidos entre 24000 a 45000 aproximadamente (Figura 18).

Etapa Ill, caracterizada por el mantenimiento de un flujo constante entre los 75 a 85 L/hm2.
Ocurre a valores de FRVx NTUo superiores a 45000 (Figura 18).

El flujo promedio reportados para estos ensayos (82 L/hm?) es mayor al reportado por Vaillant
(2001) para mora de Castilla cultivada en Colombia (70 8 L h-'m2) y por Brealey (2005)
(70/hm?) para mora costarricense de la misma variedad Vino que la utilizada en esta
investigacion.

El factor de reduccion volumetrico (FRV), al finalizar el proceso de MFT (Ultimos 15 minutos)
alcanza un valor promedio de 5 (+0,5) (Figura 17). Este valor refleja el alto rendimiento del
proceso donde al menos el 80% del jugo alimentado logré atravesar la membrana mientras
que el restante 20% forma parte del retenido. El valor de FRV es superior al encontrado por
Brealey (2005), trabajando con la misma variedad de mora y el mismo equipo piloto que se
utilizd para el presente trabajo (FRV = 4,2 al cabo de 50 min de microfiltracion). Estas
diferencias posiblemente se deban a que Brealey (2005), utilizd menores presiones
transmenbranarias (1,2+ 0,2 bar). También influyeron las condiciones de pretratamiento
enzimatico las cuales fueron 150 ppm de Rapidase Pomaliq 2F® (de la misma firma comercial
que Klerzyme ®) por una hora a 30°C. Segun Vaillant et al. (1999), el preparado comercial
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Rapidase Pomaliq 2F ® tiene un buen balance entre pectinasas y celulasas lo que permite el
incremento del flujo de permeado de maracuya, explicado por un efecto sinérgico entre ambas
actividades. Sin embargo, como ya fue anteriormente discutido, Klerzyme ® expresa una
relacion mas fuerte en actividad pectinolitica respecto a la celulolitica, pero por las
caracteristicas de la pared celular de la mora (alto nivel de pectinas) y bajo contenido relativo
de celulosa, se expresa un efecto sinérgico tal que es suficiente para desestabilizar la
estructura de la pared celular y permitir la obtencion de altos rendimientos.

Vaillant et. al. (2001), observaron que existe una relacion entre el intervalo en que el flujo de
permeado permanece estable y el valor de FRV para cada fruta en particular. Por ejemplo
reportan valores de FRV de 3,5 para mandarina y pifia, 3,2 en naranjilla, 3,0 en maracuya y

en mora de castilla, y 1,3 mango. Cissé (2005), reporta un FRV de 3,5 para la MFT de
naranja.

En el caso de la mora, bajo las condiciones de ensayo empleadas en este trabajo (Ptm = 1,6
bar; U=7m/s, T (°C)= 34,9 £1,7 °C) y de tratamiento enzimatico (100uL de Klerzyme 150 ®
/Kg de pulpa; 1hora de incubacion a 35°C), FRV promedio de 4,7 se presentd como el
adecuado para mantener una densidad de flujo constante y buenos rendimientos al menos
para el tiempo escogido de ensayo (Figura 17). Este valor es mayor que el reportado por
Vaillant et al. (2001) para mora de Castilla (FRV = 3).
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Figura 19 - Correlacion entre el factor de reduccion volumétrico (FRV) y turbidez del
retenido, obtenido durante la clarificacién por microfiltracion tangencial (n=3).
En la Figura 19, se observa como a medida que el FRV aumenta se incrementan linealmente
los solidos suspendidos en el retenido. El andlisis de regresion lineal (JMP 5.1), fue
significativo (p<0,05), indicando que los valores se ajustan al modelo con un R? ajustado =
0,8. A partir de la turbidez de retenido se puede predecir como evoluciona el FRV durante el
tiempo de MFT.

Segun Vaillant et al., (2001), el valor de turbidez del retenido puede ser usado como un
indicador lineal del valor de FRV en el caso de maracuya. Vaillant et al. (2005a), para el caso
de jugo clarificado de melén por microfiltracion tangencial encontraron un comportamiento
similar al expuesto anteriormente con un valor de R2 = 0,87.

Segun Vaillant ef al. (2004), los flujos de permeado deben ser superiores a 50 L/hm? para que
la tecnologia de microfiltracion sea técnicamente factible para una aplicacion industrial con
miras a la obtencion de jugos clarificados de frutas. En la presente investigacion, los flujos de
permeado logrados se encuentran dentro del rango propuesto por lo que seria posible
implementar esta tecnologia industrialmente. No obstante, es conveniente realizar mas
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ensayos de MFT optimizando todos los parametros que influyen en el rendimiento (Ptm,
velocidad tangencial, concentracion de enzima, FRV) para verificar estas tendencias.

5.4.2 - Caracteristicas fisico-quimicas del jugo de mora en cada etapa del
proceso de MFT.

A continuacion se discutira el efecto de las enzimas y el pasaje del jugo a través de la

membrana sobre las caracteristicas fisico-quimicas del jugo de mora.

En el Cuadro 13, se muestran los niveles de turbidez promedio (+ desviacion estandar)
hallados en la primera etapa del proceso de MFT (desde jugo pulposo alimentado a jugo
tratado con enzimas). No se evidenciaron diferencias significativas (p<0,05, prueba t Student)
en la turbidez (NTU) entre ambos jugos. Por ofra parte, |a turbidez del retenido al finalizar los
ensayos de MFT, fue de 74263 NTU (+13171). Este valor result6 significativamente mas alto
respecto al jugo de alimentacion, lo que indica que a medida que transcurre el proceso, los
solidos solubles se van acumulando en la membrana, permitiendo el paso de jugo para ser
clarificado

Cuadro 13 - Cambios en la turbidez del jugo durante la primera etapa del proceso de
microfiltracion tangencial (MFT)'.

Etapa 1- MFT Turbidez (NTU)
Jugo pulposo de alimentacion 11898 + 3742 a
Jugo pulposo con enzima 14482 + 2740 a

1 Datos expresados como promedio + desviacion estandar (n=3).
Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) evaluadas por la prueba t de Student.

Como se observa en el Cuadro 14, el jugo clarificado al finalizar el proceso de MFT, presentd
una reduccion significativa en la turbidez (NTU) respecto al jugo tratado con enzima, utilizado
como alimentacion del equipo.
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Sin embargo, en la presente investigacion no se logro obtener los valores de NTU (< 1INTU)
mencionados por Pérez ef al., (2006) encontrados con jugos clarificados de pifia (0,9 + 0,1
NTU), naranja (1 + 0,1 NTU), noni (1,2 £ 0,1 NTU), limén (0,7+ 0,1 NTU), melon (0,9+ 0,1
NTU), banano (0,7+ 0,1 NTU) y mora (0,4+ 0,1 NTU). Vaillant et al., (2005a), encontraron
valores de 0,6 NTU en jugo clarificado de melon utilizando el mismo equipo piloto que el
utilizado en la presente investigacion.

Estos autores sostienen que con membranas de ceramica con 0,2 um de diametro de poro, se
retienen completamente tanto los microorganismos como los solidos solubles obteniéndose un
permeado totalmente esteéril y clarificado con valores de turbidez incluso inferiores a 0,5 NTU.

Cuadro 14 - Cambios en la turbidez del jugo durante la segunda etapa del proceso de
microfiltracion tangencial (MFT)!.

Etapa 2- MFT Turbidez (NTU)

Jugo pulposo con enzima 14482 + 2740a
_Jugo clarificado? 53+2,8b

Retenido a FRV 5 74263 £13170 a*

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) evaluadas por la prueba t de Student.
1 Datos expresados como promedio + desviacion estandar (n=3). 3 Diferencia significativa reportada
en base a los jugos pulposos.

Charyan (1998), menciona valores de turbidez comprendidos entre 2 y 5§ NTU para jugos
clarificados de manzanas obtenidos por métodos convencionales. Tomando en cuenta la
incertidumbre que presenta la medicion con el turbidimetro utilizado (10%), la turbidez del jugo
clarificado de esta investigacion, estaria dentro del rango normal para jugos clarificados.

Brealey (2005), trabajando con mora de la variedad Vino y con el mismo equipo piloto que el
utilizado en esta investigacion, obtuvo valores de 0,4 + 0,1 NTU (dato expresado como

promedio + intervalo de confianza de 95% y n=1) en el producto clarificado.

Es posible que al no acompafiar el proceso de MFT con el envasado aséptico del producto,
haya ocumido contaminacién posterior al pasaje a traves de la membrana, con
microorganismos naturalmente presentes en el ambiente. Esto pudo haber ocasionado el
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inicio de proceso de fermentacion del jugo de mora y por tanto el aumento de la turbidez. En
el momento de los ensayos, las muestras se empacaron y guardaron en camara de frio (-20
°C), sin embargo, la congelacion no fue completa (capacidad de frio excedida) inclusive
transcurridos dos dias desde el primer ensayo, se notaba que las muestras estaban frias pero
no congeladas. Esta posible contaminacion posterior, sumada a las condiciones de
refrigeracion inadecuadas y al hecho de haber realizado las mediciones de turbidez a mas de
72 horas desde el primer ensayo pueden ser las responsables de estos valores altos de
turbidez determinados. No obstante, estos problemas de inadecuado manejo de las muestras,
no cambian la validez de los resultados ya que una turbidez < SNTU significa un jugo
totaimente clarificado dado que el ojo humano no puede detectar diferencias entre 1 y 10
NTU.

pH y °Brix. En el Cuadro 15, se puede observar que el pH y los °Brix del jugo durante el
transcurso de la etapa 1 del proceso de MFT (pre-tratamiento enzimatico), no se modificaron
significativamente (p<0,05), por lo que puede suponer que el pretratamiento enzimatico no
modifica estos parametros y por tanto no hay un efecto de la hidrdlisis enzimatica sobre los
atributos sensoriales del jugo.

De igual modo no se presentaron cambios significativos del pH ni de los °Brix al transcurrir la
etapa 2 (Cuadro 16) de microfiltracion. Estos resultados coinciden con los de Cameiro et. al.
(2002), quienes microfiltraron a escala piloto (membrana tubular de polieterosulfona, 0,3 um
de tamafio promedio de poro) jugo de pifia (con pre- tratamiento enzimatico), no encontrando
diferencias significativas en el pH, acidez y sodlidos solubles durante el procesamiento.
Similares resultados son aportados por Cisseé et. al. (2005), durante la microfiltracion de jugo
de naranja utilizando el mismo modulo piloto que el utilizado en esta investigacion. Ellos
encontraron que la membrana no retuvo los azicares ni los acidos organicos ya que no hubo

diferencias significativas entre el pH y los °Brix del jugo fresco, el retenido y el permeado.
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Cuadro 15 - Efecto del tratamiento enzimatico del jugo de mora sobre sus propiedades
fisico — quimicas.

Etapa 1- MFT pH °Brix L a* b* HUE

Chroma
Jugo pulposo de
alimentacion
25+01a 128+03a 44105b 20,2+#23b 53+09b 0,26+0,02b 208+23b
Jugo pulposo tratado
€on enzima 25+01a 128403a 8,2+07a 273+08a 95+09a 035+002a 29,0+1,0a

' Datos expresados como promedio + desviacion estandar (n=3). Letras diferentes en una misma columna
indican diferencias significativas (p<0,05) evaluadas por la prueba t de Student.

Cuadro 16 - Efecto de la membrana de filtracion tangencial sobre las propiedades fisico

- quimicas del jugo.
Etapa 2- MFT pH °Brix L* a* b* HUE  Chroma
Jugo pulposo tratado
con enzima 25+01a 128+03a 82+07a 273+08a 948+08a 0,35+0,02a 29+10a
Jugo clarificado 25+003a 12,8+03a 1,7+02b 4808 b 083+03b 0,17+0,04b 50+08b

1 Datos expresados como promedio + desviacion estandar (n=3). Letras diferentes en una misma columna
indican diferencias significativas (p<0,05) evaluadas por la prueba t de Student.

Realizando un procedimiento de microfiltracion semejante al presente, Brealey (2005), reporta
para jugo de mora clarificado resultados mas altos de pH (2,7 + 0,02) y menores ° Brix (8,40+
0,02) a los encontrados en la presente investigacion. Posiblemente esto esté explicado por
diferencias en las caracteristicas de la materia prima impartidas por el ambiente (estacion de
cosecha, temperatura promedio de la zona agroclimatica, efc.) ya que en ambos casos tanto
la variedad como la zona de cosecha es similar (Copey de Dota).

Vaillant et. al, (2004) mencionan que en el caso de membranas ceramicas con 0,2 um de
diametro de poro como la que se utilizo en esta investigacion, los azucares, acidos, vitamina C
y aromas oxigenados (aldehidos, esteres, alcoholes alifaticos y terpenoles) logran atravesar la
membrana por lo tanto el contenido de estas sustancias tanto en el jugo fresco, como en el
retenido y el permeado van a tener concentraciones similares.
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Color. Durante la primera etapa del proceso de microfiltracion tangencial (jugo natural a jugo
tratado con enzimas) se observd un aumento significativo en los parametros L*, a*, b* que
definen el color del jugo. El parametro L*, disminuyd significativamente (p<0,05), lo que indica
que el jugo tratado con enzimas fue mas luminoso (con menos negro). El parametro a*,
referente a los cambios en tomo a los colores rojos (-a=verde y a=rojo) y el parametro b*,
referente a los cambios de plrpura a amarillo (-b=azul y b=amarillo) aumentaron
significativamente (p< 0,05). El *Hue” y el “Chroma” también aumentaron significativamente
(p<0,05). Estos cambios en los niveles de tales parametros, estaria indicando que el color del
jugo con tratamiento enzimético se ve modifica tornandose hacia los rojos y azules mas vivos
y luminosos.

El cambio en el color se explica porque las antocianinas (principal pigmento hidrosoluble de
las moras) son liberadas al medio como consecuencia de la licuefaccion de la pared celular,
ya que las mismas se reservan en las vacuolas de las células hipodermales (Robards &
Antolovich, 1997), especificamente en las vacuolas de las tres a cuatro primeras capas
celulares hipodérmicas de las drupas, y en algunos casos en el mesocarpio y las semillas
(Cantos et al. 2002, citado por Del Valle, 2005; Kalt, 2005).

Como se muestra en el Cuadro 16, durante la sequnda etapa del proceso de MFT, el color
cambia significativamente en todos sus parametros. El parametro L* disminuye de 8,2(+0,7) a
1,7(20,2) lo que es explicado por la reduccion de sdlidos (que quedan retenidos por la
membrana). Esto estaria dando evidencia de la clarificacion efectiva del jugo de mora. El
“Hue” y el “Chroma” se reducen significativamente (p< 0,05). Es decir, el jugo clarificado de
mora, tiende a ser una mezcla de colores (disminuye la pureza - Chroma), el Hue tiende a un
angulo de 0° donde se ubican los tonos rojos, el parametro b se ubica fimemete en los tonos
azules y disminuye la luminosisdad L (aumentando el negro en la mezcla). El oscurecimiento
se debe a la remocion de solidos en el proceso de clarificacion, que incluso al centrifugar o
permitir decantar los sélidos de un jugo pulposo, dejan el sobrenadante mas oscuro de forma
similar al clarificado. También podria haber un efecto por la oxidacion de las antocianinas que

se sospecha ocurre al bombear el jugo a través de la membrana como se discute mas
adelante.
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Los cambios en el pH no fueron significativos (p<0,05) en ninguna de las dos etapas del
proceso de MFT por cuanto las antocianinas no sufrieron ningiin cambio estructural que
supusiera un drastico cambio de color (Wrolstad, 2004).

Por otra parte, y como se puede observar en los Cuadros 17 y 18, no se evidencia un cambio
significativo (p<0,05) en el contenido de antocianinas y polifenoles totales en el pasaje del
jugo a través de la membrana, por lo que los cambios de color estarian siendo explicados
principalmente por pérdida de sdlidos insolubles (fragmentos de paredes celulares) que
forman parte del retenido.

5.4.3 - Efecto del proceso de microfiltracion tangencial sobre las propiedades

antioxidantes del jugo de mora.

A continuacion se presenta el efecto del tratamiento enzimatico del jugo y el de clarificacion
por membranas sobre las propiedades como alimento funcional (contenido en antocianinas,
polifenoles y capacidad antioxidante) del jugo de mora.

Antocianinas totales. En el Cuadro 17 se puede apreciar que las antocianinas aumentan con
el pretratamiento enzimatico (97,8 a 110 mg /100 mL BH), siendo este efecto explicado por la
hidrélisis de la pared celular y su liberacion desde las vacuolas, lo que aumenta su
disponibilidad en la fase acuosa del jugo ya que son pigmentos hidrosolubles (Rice-Evans,
1996 citado por Shi et al., 2005).

Sin embargo, al expresar los resultados en base a la materia seca que contiene el jugo, no se
observan diferencias significativas (p<0,05) en el contenido de antocianinas. La cantidad de
antocianinas presentes durante el pre-tratamiento con enzimas no cambia y no se pierde de
forma significativa (p<0,05) una vez que el jugo atraviesa la membrana, recuperandose un
96% de las mismas en BS (Cuadro19).

Es importante destacar que el comportamiento de los pigmentos antocianinicos frente al
tratamiento de clarificacion con membranas representa una ventaja, que hace de esta



97

tecnologia una altemativa interesante para el procesamiento de las moras. Este
comportamiento no es igual para todos los pigmentos presentes en las frutas en general, por
ejemplo: al utilizar membranas ceramicas de (0,2 um de diametro poro) en la clarificacion de
jugo de naranja (Cissé et al., 2005) y de melén (Vaillant et al., 2005a) se reporta que los
carotenoides (compuestos apolares) son concentrados en el retenido, inclusive afectando la

coloracion del producto lo que puede reducir Ia aceptacion del jugo por los consumidores.

Cuadro 17 - Efecto del pretratamiento enzimatico sobre el contenido de antocianinas
totales, polifenoles totales y capacidad antioxidante expresados en base fresca y en
base seca (BH y BS)!

Antocianinas totales Polifenoles totales

(mg cianidina 3- {mg GAE equi / Capacidad antioxidante
Etapa 1- MFT glucésido/100mLY 100mL)? ORAC (uM de TE/mL)*
Datos expresados en base fresca (BH)
Jugo pulposo de alimentacion 979+08b 345,732 8 a 405+54a
Jugo pulposo tratado con enzima 110,4+4.1 a 378,8+20,3a 425+36a
Datos expresados en base seca (BS)
Jugo pulposo de alimentacion 778 £86 a 27614453 a 320+ 155a
Jugo pulposo tratado con enzima 814+45a 2795+216 a 3M2+131a

Datos expresados como promedio + desviacion estandar (n = 3). Lefras diferentes en la misma columna
indican diferencia significativas (P < 0,05) prueba t de Student; ZTotal de antocianinas expresados como mg
cianidina 3-glucosido cada 100mL de jugo. *Total de polifenoles expresados como mg equivalentes de acido
galico (GAE) cada 100mL de jugo. *Datos expresados como micromoles de Trolox equivalentes (TE)/mL de jugo.

Cuadro 18 - Efecto del pasaje del jugo a través de la membrana sobre el contenido de
antocianinas totales, polifenoles totales y capacidad antioxidante!

Antocianinas totales Polifenoles totales

P P Capacidad antioxidante
Etapa 2- MFT (mg cianidina 3- (mg GAE equi /
glucésido00mL)? 100mL)’ ORAC (¥ da TEfml )f
Datos expresados en base fresca (BH)
Jugo pulposc pulposo con tratamiento
enzimatico 1104+ 4 a 378,8+20 a 425+36a
Jugo clarificado 103,7+ 2 a 350,4+13 a 32,2433 b
Datos expresados en base seca (BS)
Jugo pulposo pulposo con tratamiento
enzimatico 814,1+45,0 a 2796,0+£216,2 a 3130+ 13,1a
Jugo clarificado 7850+ 90,1a 2657 4+361,2 a 242,5+19,2b

1Datos expresados como promedio + desviacion estandar n = 3). Letras diferentes en la misma columna indican
diferencia significativas (P < 0,05) prueba t de Student; ZTotal de antocianinas expresados como mg cianidina
3-glucosido cada 100mL de jugo. *Total de polifenoles expresados como mg equivalentes de acido galico (GAE)
cada 100mL de jugo. 4Datos expresados como micromoles de Trolox equivalentes (TE)/mL de jugo e jugo.
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Polifenoles totales. En cuanto al contenido total de polifenoles, no se encontraron cambios
significativos (p<0,05) por accion del fratamiento enzimatico asi como tampoco se
evidenciaron pérdidas significativas al atravesar la membrana (Cuadros 17 y 18). En el jugo
clarificado se recuper6 el 95% (BS) de los polifenoles presentes en el jugo pulposo.

Lopez et al. (2005) durante la microfiltracion tangencial de vinagres de vinos rosados y rojos,
encontraron bajos decrecimientos en el contenido de polifenoles totales (< 15%).

Vitamina C. No fue detectada la presencia de vitamina C (determinada mediante el reactivo
de Folin-Ciocalteu) ni en los jugos pulposos (con y sin tratamiento enziméatico) ni en los
clarificados. Debido al hecho de no haber encontrado vitamina C en el jugo de alimentacion,
se puede inferir que la perdida de vitaminas ocurrié antes del procesamiento del jugo. Una
posible via de perdida pudo haber sido el uso de fruta en estado congelado. Como es sabido,
existe un efecto negativo del almacenamiento en congelacion por largos periodos de tiempo
sobre el contenido de vitamina C lo que ocasiona pérdidas comprendidas entre los 33 a 55%
(Ancos 2000 citado por Mullen, 2002). En el presente trabajo, se desconoce el tiempo en que
las moras permanecieron en la camara de congelacion de APROCAM.

Capacidad antioxidante (ORAC).

El tratamiento enzimatico no modificé en forma significativa (p<0,05) la capacidad antioxidante
del jugo pulposo (Cuadro 17). Sin embargo, el jugo mora clarificado presentd una reduccion
significativa (p<0,05) de 22,5% (BS) en la capacidad antioxidante respecto al jugo pulposo
(Cuadro 18).

Al evaluar las posibles razones de esta reduccion y teniendo en cuenta que el jugo clarificado
conserva mas del 95% de antocianinas y polifenoles totales, surge la inquietud de la
ocurrencia de una oxidacion quimica de los compuestos antioxidantes de la fruta al ser
bombeados a través de la membrana.
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El método ORAC se basa en el empleo de una sustancia con un doble enlace nitrogenado
llamada AAPH, que es fuente de radicales libres. EI AAPH presente en el medio, es
neutralizado por los antioxidantes presentes en la mora, hasta que llega un momento en el
cual éstos se agotan. En ese momento, el AAPH comienza a atacar la fluoresceina y por tanto
se reduce la fluorescencia resultando en una menor area bajo la curva y por tanto menor valor
de ORAC (ANEXO seccion 8.1.11). Las antocianinas y los polifenoles del jugo pulposo,
pueden reaccionar frente al oxigeno incorporado por el bombeo y perder atomos de
hidrégeno. Esta reaccion ademas estaria siendo catalizada por la superficie metalica de la
planta piloto. La donacion de hidrégeno (mecanismo HAT) ocurre muy rapidamente incluso
en segundos (Prior et al., 2005). Como las estructuras quimicas de las antocianinas son muy
grandes, el hecho de ceder un atomo de H al medio, no hace que éstas se desintegren por el
contrario permanecen estables en la solucién sin que se afecte su determinacion como

antocianinas totales.

Como los atomos de hidrogeno fueron donados antes del ensayo de ORAC (es decir durante
la alimentacion al sistema), cuando se realiza el analisis sobre el jugo clarificado, a pesar de
que las antocianinas y polifenoles estan presentes casi en su totalidad (94 y 93%
respectivamente) ya no tienen tanto hidrégeno para neutralizar al AAPH y por tanto la

capacidad ORAC se ve disminuida.

La cantidad de compuestos con actividad antioxidante (polifenoles y antocianinas) no se
degradan al atravesar la membrana, lo que se reduce es su capacidad de neutralizar los
radicales libres presentes en el medio (AAPH) debido posiblemente a la oxidacion quimica por

incorporacion de oxigeno al jugo al forzar el jugo de alimentacién a pasar por la membrana.

En términos generales, a pesar de que existe una reduccion significativa (p<0,05) en la
capacidad antioxidante del jugo clarificado de mora respecto al jugo pulposo, esta reduccion
no pareceria ser tan importante si se compara con otros tipos de procesamiento de jugos
frutales. Por ejemplo, los resultados de Klopotek ef al (2005), trabajando con fresas,
demuestran que existe una pérdida de compuestos fentlicos del 27% en jugo y 14% en néctar

durante el proceso de pasteurizacion. Las antocianinas pasaron de un 100% en fresas frescas
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a67% en el jugo pasteurizado y un 57% en néctar calentado. Estas pérdidas de antocianinas,
polifenoles asi como de vitamina C durante el procesamiento de las fresas condujeron a una
reduccion significativa de la capacidad antioxidante en los productos. Lee et al. (2002),
trabajando con arandanos, recuperaron solamente entre 13 a 23% de antocianinas y 36 a 39
% de los polifenoles totales en el jugo prensado pasteurizado, mientras que cerca de un 42%

de antocianinas y 15% de polifenoles permanecieron en la torta de la prensa.

Si bien hasta el momento, en la literatura cientifica no se reportan resultados de contenido de
antocianinas, polifenoles totales y de la capacidad antioxidante, especificamente para jugos
clarificados de mora, en un esfuerzo por conseguir patrones de comparacion de estos estos
resultados, se intento utilizar la escala de maduracién propuesta en el capitulo 5, seccion 5.1,
de este trabajo. Sin embargo, debido al hecho de tratarse de materias primas diferentes (fruta
entera vs jugo) de diferente procedencia, calidad y manejo postcosecha, no es posible
concluir terminantemente. Las moras utilizadas para el desarrollo de la escala de maduracion,
fueron cosechadas cuidadosamente, tratando de no escoger aquellos frutos que ain estaban
muy pequefios, 0 aquellos dafiados por insectos etc. Ademas todas provienen de la misma
finca ubicada en La Trinidad, distrito de Copey de Dota. En cambio, para los ensayos de
microfiltracion se utilizaron moras de segunda calidad, constituida por mezclas de frutas
provenientes de distintas fincas, con diferentes cuidados en el manejo, condiciones climaticas,
etc. Todo esto implica una diferencia sustancial en la calidad de la materia prima para ambos

objetivos.

Por ofra parte, para la escala de madurez se analizo la fruta entera (con piel y semillas)
mientras que para los andlisis de MFT, se utilizo mora despulpada, esto implica que no tenia
semillas y posiblemente también se perdié gran parte de la piel de las drupas que son los
lugares mas importantes de reserva de las antocianinas. Esto reduce el nivel de estos
antioxidantes y también de la capacidad antioxidante (Waterhouse & Walzem 1998 citados
por Kalt, 2005).
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VI. CONCLUSIONES

Los resultados alcanzados para los diferentes objetivos de este trabajo permiten extraer una
serie de conclusiones importantes desde el punto de vista de las oportunidades de la mora

costarricense como alimento funcional y para su utilizacion como materia prima de diferentes
procesos industriales.

En cuanto al primer objetivo, puede afirmarse la existencia de una relacion positiva entre el
grado de madurez caracterizado a partir de la descripcion visual de la fruta, con
respecto a sus propiedades como alimento funcional. Los aumentos de peso, cambios en
las dimensiones y cambios de color de la fruta, a medida que avanzan los estados de
madurez propuestos, se corresponden con los cambios en cuanto a sus propiedades fisico-
quimicas y como alimento funcional. Es decir, se evidencian cambios en el pH, acidez,
azicares totales, humedad, asi como en el contenido antocianinas y capacidad antioxidante
(ORAC).

La fibra dietética disminuyé significativamente con el transcurso de la maduracion de la fruta,
conforme fueron aumentando los carbohidratos disponibles. Este comportamiento es el que
generalmente ocurre en la mayoria de las frutas. Sin embargo, se destaca el alto aporte de
fibra dietética en el estado completamente maduro (de consumo), el que alcanza los 6,59

por cada 100g de fruta en base al peso himedo de toda la infrutescencia (polidrupa).

El contenido total de polifenoles de las moras no mostr6 un cambio marcado con la
madurez de la fruta. Se encontro una disminucion significativa al pasar del estado intermedio
al de tres cuartos de madurez (3368 a 2874 mg de GAE /100g de fruta en base seca) y un
posterior incremento al estado maduro (3521 mg de GAE /100g de fruta en base seca).

Las moras costarricenses presentan una muy alta capacidad antioxidante y ésta
aumenta significativamente (P<0,05) con el avance del estado de madurez de la fruta
(pasando de 38 a 64 umoles TE/g de fruta fresca). La capacidad antioxidante (ORAC) de

las moras costarricenses segun el avance de la madurez esta explicada por el cambio
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en el contenido en antocianinas encontrandose una correlacion significativa (p<0,05) con un
R2de 0,95. Por ofra parte el contenido de polifenoles no presentd una significativa correlacion
con el valor de ORAC (p>0,05 y R>= 0,20) debido a que los mismos no presentan un
comportamiento lineal entre el estado intermedio y maduro. Sin embargo, los polifenoles
explican el 40% de la capacidad antioxidante al menos para el estado intermedio.

Se encontrd que los parametros L (luminosidad), a y "Hue" estan significativamente (p<0,05)
correlacionados con el contenido de antocianinas de la fruta a los diferentes estados de
madurez. El parametro L fue el que mejor se correlaciono con el contenido de antocianinas de
la fruta (R2 =0,94). Es decir, visualmente, cuanto menos luminosa sea la mora (mas

oscura) mayor sera el contenido en antocianinas y por tanto su capacidad antioxidante.

El contenido de vitamina C de las moras costarricenses es en promedio de 3,55 mg/100g de
fruta fresca y no cambia significativamente con el estado de madurez.

Los cambios en la forma (largo y ancho) asi como en el color externo de la piel, hacen de esta
escala de madurez una herramienta facil de aplicar al momento de la recoleccion de los frutos
en pro de adquirir moras de alta calidad, que constituyan alimentos funcionales.

En términos generales, la mora costarricense se puede definir como mas acida y menos dulce
que lo reportado en la bibliografia para frutas de ofras procedencias. Si bien desde el punto de
vista sensorial, su mayor acidez y menor dulzor puede resultar desventajoso, su alta
capacidad antioxidante (ORAC) hace de la mora costarricense una fruta altamente competitiva

en el mercado intemacional.

En relacion al segundo objetivo perseguido en esta investigacion, se consiguieron
caracterizar los componentes de la pared celular purificada de la mora (MIAA). En su
composicion se destaca el alto contenido de pectina insoluble (39%), lignina (14,5%) y el
relativamente bajo contenido de celulosa (13,5%). Esta caracterizacion permite afirmar la
necesidad del uso de preparados comerciales con alta actividad pectinolitica, pero que
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contengan también un buen equilibrio con actividad celulolitica, para permitir la mejor

desetructuracion de la pared y la mejor accion de las enzimas pectinoliticas.

Los mejores resultados durante la hidrolisis enzimatica de la pared celular purificada de
la mora (MIAA), se obtuvieron con el preparado comercial Klerzyme 150® utilizado a una
concentracion de 100ppm. Este preparado comercial que poseee actividad fuertemente
pectinolitica y una mas débil actividad celulolitica, fue suficiente para lograr la hidrolisis del
76% de la pared celular.

El buen desempefio de Klerzyme ® quedo claramente demostrado al realizar los ensayos de
microfilttracion tangencial. Se lograron obtener muy buenos flujos de permeado,
alcanzando en promedio para los tres ensayos realizados valores de 82,0 (+8,9) L/hm2,

La repetibilidad de los ensayos demostro que bajo las condiciones de operacion utilizadas, y
para jugos de mora con una turbidez inicial comprendida entre los 11.100 y 16.100 NTU, es

posible predecir y repetir este comportamiento con altos flujos de permeado.

Un valor de FRV (factor de reduccion volumétrico) de 4,7 en promedio, permitié
alcanzar flujos estables sin colmataje de la membrana. Inclusive al finalizar los ensayos de

MFT (al cabo de 1h) se obtuvieron flujos atn constantes y el FRV continué aumentando.

Para ninguna de las dos etapas del proceso de MFT, el pH y los sdlidos soluble se
modificé de forma significativa. Aparentemente la membrana utilizada permite la obtencion

de similares caracteristicas sensoriales en el producto final que en el jugo pulposo.

El pretratamiento enzimatico no modificé significativamente (p>0,05) el contenido de

antocianinas ni el de polifenoles del jugo pulposo.

El jugo clarificado de mora no presento cambios significativos en el contenido de

antocianinas y polifenoles totales, recuperandose el 96% y el 94% (BS) respectivamente.
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En el jugo clarificado se recuperd un 77% de la capacidad antioxidante (ORAC) del jugo
pulposo. A pesar de esta disminucion significativa, ain se mantiene una muy alta capacidad

antioxidante que lo hace de interés como alimento funcional.

Dado que no se encuentran pérdidas de antocianinas, polifenoles totales, cambios en los
azhcares solubles (°Brix) y pH del jugo en el pasaje a través de la membrana, la obtencion
de jugo clarificado de mora, representa una ventaja, que hace de esta tecnologia una
alternativa interesante para el procesamiento de esta fruta y la elaboracion de un

alimento funcional con alto contenido de compuestos antioxidantes.

Aunque este aporte al conocimiento de la mora costarricense y a sus posibles utilizaciones a
través de la tecnologia de MFT debe ampliarse, parece existir un campo verdaderamente
importante de desarrollo que beneficiara al sector productor de moras, asi como brindara
nuevas altemativas de alimentos funcionales.
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Viil. ANEXOS

8.1 Métodos de analisis quimicos y fisicos

8.1.1 Peso (g) de la fruta entera

Se realiz6 utilizando una balanza analitica marca Sartorius.

8.1.2 Dimensiones de cada fruta

Se determind el diametro ecuatorial y longitudinal utilizando un vemier expresando los
resultados en cm.

8.1.3 Color por Hunter L* a* b*

El color se evalu6 utilizando un colorimetro ColorFlex de Hunterlab.
Se estimo el Hue y el Croma de acuerdo a las siguientes formulas:
Hue =b/a

Croma = (a%+b?)12

8.1.4 Acidez titulable

Se determin6 seguin el método 942.15 de AOAC (1999).

8.1.5 Determinacion de pH

Se determin6 segun el método 981.12 de AOAC (1999).
8.1.6 Grados Brix

Se utilizd un refractémetro marca Fisher Scientific con una escala de 0 a 95° brix,
efectuandose la lectura a 23°C.

8.1.7 Determinacion de cenizas totales

La cuantificacion del contenido de cenizas totales en la fruta se realizo utilizando el método
940.26 para fruta fresca de la AOAC (1999) (CITA, 2006a). El método consistié en la medicion
de la masa de residuo inorganico que queda después de quemar la muestra, a temperatura
entre 500 y 600 °C.
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8.1.8 Determinacion de azicares totales

Para la cuantificacion de los azlcares totales se utilizd un equipo de Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion (HPLC), empleando el método acreditado por el Laboratorio de Quimica del
CITA (CITA, 2006 b). El cual consiste en la extraccion de los azlcares de la muestra y la
inyeccion del extracto en la columna de HPLC adecuada para obtener la separacion de los
azucares presentes en la muestra.

La cuantificacion e identificacion de los azilcares se realizo inyectando patrones de sacarosa,
glucosa y fructosa de concentracion conocidas, los cuales se utilizaron para calibrar el equipo
en cuanto a concentraciones y para la identificacion por los tiempos de retencion. Las
concentraciones de cada azlcar encontrada en la muestra se expresaron como % (p/p) de
acuerdo a la siguiente ecuacion:

%(p/p)= (%p/vIPeso de muestra) x 100

8.1.9 Fibra dietética total por método enzimatico

La cuantificacion del contenido de fibra dietética total se realizd por el método enzimatico
985.29 de la AOAC (1999), acreditado por el Laboratorio de Quimica del CITA (CITA, 2006 c).
Este método se basa en una hidrolisis enzimatica de almidon y proteina (hidrélisis parcial), la
cual se realiza en tres etapas, utilizando Termoamyl (a-amilasa estable al calor), proteasa y
amiloglucosidasa. La fibra dietética soluble se precipita con etanol, obteniéndose por medio de
filtracion y repetidos lavados del precipitado de fibra total dietética (FTD). A este residuo se le
analizo el contenido de proteina y cenizas para realizar las respectivas correcciones. Los
resultados se expresaron en % de FTD por cada 100 g de mora de acuerdo con la siguiente
ecuacion:

%FDT = [ g residuo —{(% proteina residuo +% cenizas residuo)/100)x g residuo — g blanco]  x 100
g muestra
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8.1.10 Polifenoles totales, azucares reductores y cuantificacion de vitamina C

Para la estimacion del contenido de polifenoles, aztcares reductores y vitamina C se utilizé el
método propuesto por Slinkard & Singleton (1977), modificado por Georgé et al. (2005) y
adaptado para el analisis de mora.

El principal reactivo de esta reaccion es el acido mixto fosfomolibdotungstico (HsPMo12040)
conocido como reactivo de Folin — Ciocalteu. Originalmente este reactivo es de color amarillo
pero es reducido a oxidos azules de tungsteno (Ws Oz3) y molibdeno (Mog O23), durante la
oxidacion fenolica. La reaccion ocurre bajo condiciones alcalinas con carbonato de calcio. Los
compuestos azules formados son detectados por espectrofotometria a 760 nm y representan
Ja cantidad de compuestos fendlicos presentes en la muesira, normalmente expresados como
equivalentes de acido galico.

En la Figura 20, se muestra el procedimiento que se utilizé para tal cuantificacion tanto en la
fruta liofilizada en sus tres estados de madurez. Para la cuantificacion de estos componentes
en los jugos de mora el procedimiento fue similar, pero no se realizé los pasos de extraccion.

El jugo pulposo fue centrifugado (5000 rpm/10 min) y la determinacion se realizé sobre el
sobrenadante previamente filtrado con papel Wathman nimero 4. El jugo jugo clarificado no
requirié ninguna modificacion. En ambos casos se tomaron 100pL de jugo y se aforaron en
un balén de 10 mL con metanol. A partir de este punto el procedimiento basicamente fue el
mismo que el presentado en la Figura 20.

Las muestras obtenidas en los pasos A, B y C fueron colocadas en un bafio a 50 °C por 15
minutos y fueron seguidamente enfriadas en un bafio de hielo antes de realizar las lecturas en
el espectrofotometro. La cuantificacion de polifenoles, vitamina C y azicares reductores se
midio espectrofotométricamente (760 nm) contra una curva de &cido galico con el reactivo de
Folin-Ciocalteu. La estimacion se realizd por diferencias entre las lecturas
espectrofotométricas (tomando en cuenta las diluciones efectuadas) como sigue:

1. Se grafica las concentraciones contra las absorbancia. Con regresion lineal se
interpolan los valores de absorbancia de las muestras.

2. De la regresion lineal y = mx + b se tiene el valor de la pendiente (m) y del
intercepto (b). Donde y es el valor de la absorbancia y x la concentracion en mg/L
de acido galico.

3. De esta manera:

CnA=(y-b)/m*fd * V extractante (L)/ masa de la muestra (g)
CnB=(y-b)/m*fd * V extractante (L)/ masa de la muestra (g)
CnA=(y-b)/m*fd * V extractante (L)/ masa de la muestra (g)

Cn polifenoles totales =Cn A-CnB
CnVitaminaC= CnB-CnC
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0,3 g de muestra liofilizada

10,00 mL de la solucion extractora 70:30 (acetonalagua bidestilada).
Agitacion 20 minutos en agitador magnético.
Bafio ultrasonico durante 10 minutos.

Filtracion (Whatman N° 1)

Filtrado 6 Extracto Cetonico es tratado de tres formas diferentes: A, By C.

Muestra A 500pL del extracto cetonico + 3,5mL agua bidestilada o 1mLde
jugo 3mL de agua bidetilada.
50pL del extracto cetonico en ﬁ
450 pL metanol (MeOH)o 2mL en cartucho OASIS® HLB
100 pL jugo en 10 mL metanol
ﬂ Lavado de cartucho 2 veces con 1mL de agua bidestilada
500uL + 2,5mL Folin-Ciocalteu Filtrado
(F9252 Sigma Chemical Co) + -
2,0 mL CaC03
B Muestra B Muestra C
50 °C por 15 minutos y lectura a )
760 nm gOUlJL de ?ggdg ; 2,5mlé'l:olm- = Tomar 3mLdel filtrado, calentar
iocalteu (F9252 Sigma Chemical Co) + ° i
(Medicién de Polifenoles + 20mL Ca(Cl)s % ) o el
Aziicares + Vit C) ﬁ

500pL +2,5 mL Folin-Ciocalteu
(F9252 Sigma Chemical Co) +

50°C por 15 minutos y lecturaa 2,0 mL CaC0s
760 nm
(Medicion de Aziicares + Vit C) ﬂ
50 °C por 15 minutos y
lectura a 760 nm
(Medicion de Aziicares
reductores)

Figura 20 - Procedimiento empleado para la cuantificacion de polifenoles, aziicares
reductores y vitamina C en muestras de mora liofilizadas o jugos.



116

8.1.11 Capacidad antioxidante método ORAC

Con este método de analisis se busca verificar la capacidad que poseen los antioxidantes
presentes en la mora de absorber los radicales de oxigeno presentes en el medio,
demostrandolo por medio de espectrofotometria de fluorescencia. Para ello se utilizo el
metodo descrito por Ou et al. (2001), conocido como método ORAC, del inglés “Oxygen
Radical Absorbance Capacity “ adaptado por Vaillant et al. (2005b).

En forma simplificada para el andlisis se utilizo una disolucion de Trolox (6-hydroxy-2, 5, 7,
8-tetramethylcroman-2carboxylic acid. 238813, Aldrich) como solucién patrén de antioxidante.
Se empleara una sustancia con un doble enlace nitrogenado llamada AAPH (2,2"- azobis (2 —
amidinopropane) dihidrochloride (Wako Co.), como fuente de radicales libres y fluoresceina de
sodio (Sigma Chemical Co.), como indicador de  fluorescencia en la lectura
espectrofotométrica.

El andlisis consistird en la neutralizacion de los radicales libres suministrados en el medio por
el reactivo AAPH, por parte de los antioxidantes presentes naturalmente en las moras. La
reaccion entre los antioxidantes y el AAPH presenta mayor afinidad que la reaccion de este
ultimo y la fluoresceina. Asi la fluorescencia se mantiene hasta que se agotan los
antioxidantes naturales y la fluoresceina comienza a ser atacada por los radicales libres
(AAPH). A medida que esta ultima reaccion transcurre, se produce la caida de la intensidad
de fluorescencia y es posible la construccion de la cinética de la reaccion de pérdida de
fluorescencia respecto al tiempo. Con el Trolox se construy6 una curva patron y otra curva de
caida de la intensidad de fluorescencia en el tiempo. El area bajo la curva es proporcional a la
concentracion de Trolox por tanto fue posible interpolar la concentracion de antioxidantes en
la muestra de mora. El resultado se expresé como pmol Trolox Equivalente /g de muestra.
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8.1.12 Determinacion de antocianinas totales

Para la determinacion del contenido de antocianinas en las muestras de mora liofilizadas se
utilizé el método de Giusti & Wrolstad (2001). EI método se basa en los cambios estructurales
que sufren las antocianinas con los cambios de pH, los cuales se manifiestan por la diferencia
en los espectros de absorbancia. La forma coloreada oxonia predominante prevalece a pH 1,0
y la forma hemiacetélica incolora a pH 4,5.

Para la valoracion se pesaron 2 g de mora liofilizada; a un gramo se le agregé 75 mL de buffer
de fosfatos a pH de 1,0 y el otro gramo igual cantidad de buffer de fosfatos a pH de 4,5.
Ambos recipientes se colocaron en un agitador magnético por 15 minutos. Seguidamente la
muestra se centrifugd y filtrd para eliminar el posible sedimento que obstaculice la lectura.

Se realizaron las disoluciones que sean necesarias hasta lograr que la absorbancia de la
solucion fuera de 0,4 - 0,6 UA a pH 1,00. Se realizaron las lecturas en el espectrofotometro
UV visible (SHIMADZU, UV -1700 Pharma Spec) de cada una de las soluciones a las dos
longitudes de onda requeridas (700 y 510 nm) contra un blanco de agua. La concentracion
final de antocianinas (mg/100g de fruta), se calcul6 en base a las diferencias de absorbancia

(pH de 1 y 4,5) entre los 500 y 700 nm tomando en cuenta las diluciones y el peso de la
muestra como sigue:

B=[(A1-A2)x dffp — (As-As)] x fd/p)*V* 103 445,2/ 29600
A= Astonma pH 1.0
A2= A7oonma pH 1.0
As= Asionma pH 4.5
As=Aroonma pH4.5

B =concentracion de antocianinas mg/100g

fd = Factor de dilucion

p= masa de muestra

V= Volumen de alicuota de buffer

29600= Absorbancia molar de la antocianina mayoritaria (en este caso cianidina 3 -
glucésido)

445,2 = peso molecular de la antocianina mayoritaria en la fruta (en este caso cianidina 3 -
glucésido)

8.1.13 Determinacion del contenido de proteinas

La cuantificacion del contenido de proteinas se realizd en forma indirecta a través del
contenido de nitrégeno total por el método 920.105 de Kjeldahl recomendado por la AOAC
(1999) y acreditado por el Laboratorio de Quimica del CITA, (CITA, 2006 d). Se utilizd un
equipo FOSS TECATOR modelo 2020 digestor y 2200 kjeltec auto destilation.
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Para el andlisis se pesa por duplicado 5g de muestra de mora liofilizada, el % de nitrégeno
resultante se corrige con el factor de 6,25 para expresar el % de proteina contenido en la
muestra:

% Proteina = % Nitrogeno x 6,25

8.1.14 Humedad

El contenido de humedad de las muestras se realizé siguiendo el método recomendado por la
AOAC (1999) y acreditado por el Laboratorio de Quimica del CITA (CITA, 2006 e). El método
consiste en la medicion de la pérdida de peso debido a la evaporacion de agua en una estufa
de vacio.

Las capsulas a utilizar se secan entre 98 — 100°C durante una hora, se enfrian y se pesan. Se
pesan 5g de muestra y se introducen en la estufa, secando a una temperatura de 67- 71°C
con un vacio de 20 + 5 pulgadas de Hg, durante aproximadamente 6 horas, hasta alcanzar
un peso constante. Los calculos se hacen siguiendo la siguiente formulay se expresan como
g de humedad por 100g de fruta.

% Humedad = [PCM-PCMS/ PCM-PC] x100
PC = Peso capsula vacia
PCM = Peso de capsula + muestra
PCMS = Peso de capsula + muestra seca

8.1.15 Grasa cruda por extracto etéreo

La cuantificacion del contenido de grasa estuvo a cargo del Laboratorio de Quimica del CITA
y se realizd por medio de la extraccion del material seco (obtenido de la determinacion de la

humedad a vacio) con éter etilico como solvente en un aparato de extraccién intermitente
Sohxlet (AOAC, 1999; CITA f, 2006).

8.1.16 Carbohidratos totales + Lignina

La estimacion del contenido total de carbohidratos de la mora se hizo por diferencia, a partir
del contenido de humedad, cenizas, proteinas y grasa, con la siguiente ecuacion.

Carbohidratos totales + Lignina = 100 - (% humedad + % proteinas + % de grasa +% cenizas
+ acidos organicos)
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8.1.17 Material insoluble en alcohol (MIA) de mora

La cuantificacion de la MIA se realizé segln el método propuesto por Brillouet et al. (1988)
siguiendo el protocolo que se detalla a continuacion.

Reactivos necesarios:

Etanol absoluto (>95% de pureza)
Etanol 80%

Eter dietilico (Aldrich)

Acetona (Aldrich)

Licuar moras frescas y colar la pulpa para retirarle las semillas (licuadora y colador
domeéstico)

Pesar 100 g de pulpa de mora y colocarla en un Erlenmeyer de 1L.

Adicionar 400 mL de etanol absoluto (95%) y calentar hasta ebullicién. Dejar
transcurrir 30 minutos desde iniciado el burbujeo, manteniendola mezcla con agitacion
magnética.’.

Filtrar con tela de dacrén sobre un filtro Biichner.

Lavar el precipitado con dos volimenes de etanol al 80% (un volumen equivale a los
gramos de fruta pesados) sin encender el vacio, revolviendo con una cuchara para
promover que el solvente este en contacto con el producto.

Encender el vacio y permitir que el solvente escurra.

Lavar con dos volumenes de etanol absoluto (95%) exactamente igual que en el paso
anterior.

Lavar con dos volimenes de acetona (igual que en los casos anteriores, apagar el
vacio durante el lavado y encenderlo al final).

Adicionar 1 volumen de éter y llevar el precipitado que se encuentra en |a tela sobre el
fintro Bichner a la campana a temperatura ambiente para permitir que se seque (al
menos 3 horas).

Colocar el precipitado (MIA) en cajas de Petri (previamente secadas a 100 °C por 1
hora y pesadas en balanza analitica).

Llevar a estufa al vacio a una temperatura de 55°C durante toda la noche, hasta
desecacion completa.

Pesar el material insoluble en alcohol, pulverizar con molinillo para muestras y
almacenar a -20°C.

Expresar los resultados g de MIA por cada 100 g de pulpa de mora.

7 Si al cabo de los 30 minutos, la muestra atn continia muy coloreada, filtrar con tela dracon sobre un filtro
Biichner y colocar etanol “limpio” llevandolo a ebullicion por 30 minutos mas.
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8.1.18 Pectina soluble

Para la cuantificacion del contenido de pectinas solubles, se extrajo la pectina contenida en
una determinada cantidad de material insoluble en alcohol (MIA). Para eso se empled el
método reportado por Voragen et al. (1983) que se presenta en el punto 8.1.19.



8.1.19 Material insoluble en alcohol y agua (MIAA)

La obtencion de la MIAA se efectu6 siguendo el protocolo que se detalla a continuacion:

Pesar la MIA (material insoluble en alcohol)

Colocarla sobre tela dracon en un filtro Blichner.

Lavar el precipitado de MIA (material insoluble en alcohol) con agua destilada a 4°C.
Encender el vacio para que drene el agua.

Realizar la prueba cualitativa de Antrona (Dubois et al., 1956) sobre el agua de
escurrido luego de cada lavado hasta que de negativa.

Cuando la prueba cualitativa de Antrona de negativo, recuperar la MIAA que queda
sobre la tela dracon en una bolsa plastica de alta densidad.

Rapidamente congelar bajo nitrégeno para luego ser liofilizada y finalmente reducido
su tamafo de particula.

Pesar el MIAA luego de liofilizada y expresario g por cada 100 g de MIA.

MIA

Extraccion de PSA

Obtencion de la MIAA

Obtencion de las pectinas solubles (método de Voragen et al., 1983).

Recuperar el agua de lavado de la MIA a 4°C.

Filtrar con papel cualitativo nimero 4.

Concentrar en un rotavapor (BUCHI, 461) a 50°C.

Recuperar el concentrado del rotavapor (concentrar hasta un volumen de facil
recuperacion) en una bolsa plastica de alta densidad.

Congelar bajo nitrogeno y liofilizar.

Pesar la PSA resultante de la liuofilizacion. Expresar como g de pectina por cada 100
g de de MIA.

Reactivos:

Disolver 200 mg de antrona en 100ml de H2SO4 concentrado. La disolucion se realiza agitando
con pastilla magnética con sumo cuidado. La preparacién se efectia al momento de
utilizarla y se debe proteger de la luz (es altamente sensible a la misma).

Prueba colorimétrica (Dubois , 1956):



122

Se toma una alicuota del agua de lavado (100pl) de la MIA.

Se coloca en un tubo de ensayo conteniendo 1,15 mL de agua destilada.

Agregar lentamente 2,5 mL de reactivo de Antrona (hacerlo en un bafio de agua hielo)
Se preparan dos “blancos” conteniendo una alicuota de 100pl de agua destilada en
sustitucion al volumen de muestra.

Se comparan los tubos conteniendo las muestras con los tubos “blancos’, estos
deben tener la misma coloracion si no es asi se deben continuar los lavados de la MIA
hasta que los tubos “muestra” tengan el mismo color que los tubos “blancos”.
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8.1.20 Determinacion del contenido de almidon de la MIAA

La determinacion del contenido de almidéon de la MIAA de mora, estuvo a cargo del
Laboratorio de Quimica del CITA y se determiné enzimaticamente por el método acreditado y
documentado por el CITA (CITA, 2006 g). El método consiste en la hidrolisis del almidon a
unidades de glucosa utilizando una a-amiloglucosidasa (E.C. 3.2.1.3) incubando por 16 horas,
pH de 4,5 y a temperatura de 55°C. Posteriormente se realizd la determinacion de la
concentracion de glucosa con un método enzimatico (glucosa oxidasa) que consiste en el
desarrollo de color utilizando un kit de reactivos (suministrados por TICO LAB). Para llevar a
cabo el analisis se realizé una curva de calibracién con glucosa preparando los patrones con
concentraciones conocidas. La lectura de color se realizo en espectrofotometro UV-visible a
505 nm de absorbancia. Los resultados fueron expresados en %.

8.1.21 Determinacion de lignina en la MIAA de mora

El contenido de lignina presente en la muestra del MIAA de mora se determino por el método
propuesto por Effland (1977). El principio se basa en que la lignina es insoluble en medio
acido concentrado, por tanto, en presencia de H2SOs al 72 %, se disuelven todas las
sustancias glucosidicas quedando solamente la lignina bruta. Para la determinacion se siguié
el protocolo que se expone a continuacion:

Reactivo:

e H.S04al 72 % (viv).
Medir 720 mL de H2SOs y aforar a un volumen de 1000 mL en un balén aforado.

Procedimiento:

e Pesar 200 mg de MIA proteclizada (MIAA) o 50 mg para el caso de la fraccion de MIA
con pectinas solubles en agua, en erenmeyer de 250 mL, por triplicado (PM).

e Agregar a cada uno 4 mL de H2SOq4 al 72% v/v.

o Colocar en bafio a 30 °C por una hora en agitacion (speed 5) con magnetos (todos
iguales).

¢ Luego lavar con 56 mL de H,0 destilada y coloque en una botella de vidrio.

e Autoclavar a 121 °C y 16 hPa (1,1 bar) por una hora.

o Filtrar con papel Whatman GF/A (24 mm de diametro) previamente pesado e
identificado. Se hacen lavados con un volumen de 300 mL de H20 destilada (esto se

hace para eliminar la solucion acida).

¢ Tome el papel filtro, coléquelo en un crisol y deje a 100 °C durante 5 horas en estufa.
(El crisol debe de haberse tratado previamente colocandolo en estufa a 100 °C por
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una hora, se deja enfriar en un desecador y se mide el peso del mismo vacio). Pesar
el crisol (P1)

e Incinere los crisoles con los filtros en mufla a 550 °C por 4 horas y deje en un
desecador hasta alcanzar la temperatura ambiente, pese hasta peso constante (P2).

Calculos:

% Lignina= [(P4-P2)/PM] x100

P1: es el peso después de secar a 100°C/1

P2: peso después de incinerar en mufla (4 horas 550 °C)

PM: peso inicial de la MIAA
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8.1.22 Determinacion de fibras insolubles: hemicelulosa y celulosa de la MIAA

Para la determinacion del contenido de fibra insoluble de la MIAA de mora se utilizé el método
reportado por Van Soest et al. (1981). La asociacion de los detergentes neutros y acidos
solubilizan los polisacaridos no celuléticos, las proteinas y los é&cidos nucleotidos. Los
componentes que quedan son las celulosas y hemicelulosas que se pueden cuantificar.

La accion de cada detergente es la siguiente:

- NDS: Quitar el nitrégeno con un detergente neutro.
- ADS: Hidrolisar la hemicelulosa con un detergente &cido.

Reactivos necesarios:

» NDS = detergente neutro (extraccion de celulosa, hemicelulosa y lignina)
- Lauryl sulfato de sodio 30g
- EDTA deshidrato (SIGMA E-4884) 18,619
- tetraborato  de sodio (ALDRICH 22,173-2) 6,81¢g
- Disodio hidrogenofosfato anhidro (MERCK) 4,56 g
- Etilen glicol (SIGMA D-8779) 10ml
- Agua destilada 1000 mi

= ADS = detergente acido (digestion de hemicelulosa, precipitacion de celulosa y
lignina)

- Bromuro hexadecil trimetil amonio (MERCK 814119) 20g

- Acido sulfarico 1IN (EM UN 1880) (utilizar el acido sulfarico para completar en un
balén de 1000 ml)

Procedimiento:

o Pesar 0,5 g de MIAA 0 0,25 g de pectina en un erlenmeyer para calentar a reflujo
(PE).

o Afadir 25 ml NDS. Poner a ebullicion durante 30 minutos, en un reflujo con destilador
usando calentadores. Activar el cronémetro cuando inicia el burbujeo. Dejar enfriar a
temperatura ambiente.

e Afadir 256 ml de NDS. Poner a ebullicion 1 hora en reflujo con calentadores,
activando el cronémetro cuando inicie el burbujeo.

o Filtrar con tela dracon enjuagando con agua destilada. Se recupera los residuos que
quedan en el filtro y se colocan en un crisol, tratado a 100 °C por 1 hora y pesado.
Poner en una estufa a 100°C por 8 horas.

Enfriar en un desecador. Pesary anotar. Sea P.

» Recuperar la fraccion solida en un erenmeyer de 250 mL y afiadir 25 mL de ADS.
Raspar con agitador las paredes del crisol para recuperar lo maximo.

e Colocar en un bafio Maria a 100 °C por una hora y filtrar sobre tela dracon.
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e Poner la parte residual en crisoles previamente tratados a 100 °C por 1 hora y
pesados.

» Poner en una estufa a 100°C por 8 horas. Colocar en desecador y dejar enfriar hasta
temperatura ambiente, pesar y anotar. Sea Pa.

Calculos:

% Hemicelulosa = [(Py - P2 )/ PE ]x100
% Celulosa = [(P2 -Peso de Lignina)/ PE ]x100

Nota: Peso de Lignina se obtiene del método de la Determinacion de Lignina.



127

8.1.23 Protedlisis del material insoluble en alcohol

Para la protedlisis del material insoluble en alcohol y agua (MIAA), se utilizd el método
propuesto por Brillouet et al. (1988). Se pesaron 2,5 g de MIAA previamente liofilizado y
tamizado hasta obtener un diametro de particula inferior a 0,5mm. Se afiadieron 100mL de
buffer de fosfatos (0,1 M) pH 7,5, se colocaron en un bafio a 40°C, con agitacion 100 rpm, y se
afiadieron 2,5 mL de enzima proteasa de Streptomyces griseus (SIGMA del Kit Dietary fiber
total TDF — 100A) incubando por 6 horas. Seguidamente se centrifugé a 15000 g durante 25
minutos a 20°C. El sobrenadante fue filtrado con papel filtro cuantitativo Whatman N° 4. El

precipitado se congeld en nitrégeno liquido, fue liofilizado y pesado, obteniéndose asi la
fraccion MIAA sin proteinas.

8.1.24 Amilolisis del material insoluble en alcohol

Para la amildlisis del material insoluble en alcohol (MIAA), se utilizé el método propuesto por
Brillouet et al. (1988). Se pesaron 2,5 g de MIAA previamente desproteinizada molida y
tamizada. Se le agregaron 100mL de agua destilada y se llevaron a un bafio hirviendo por 30
minutos utilizando un agitador —calentador. Se agregaron 150mL de buffer de acetato 0,1 M,
pH 5 y luego 0,250 mL de a-amilasa de Bacillus licheniformis termorresistente dejando por 15
minutos el mismo bafio maria a 100°C con calentador — agitador. Seguidamente se detuvo la
reaccion en un bafio a 40°C para luego agregar 2,5 de solucion de amiloglucosidasa de
Rhizopus dejando incubar en ese bafio por 2 horas. Inmediatamente se centrifugd a 15000g
por 10 minutos a 20°C, se filtré con papel filtro Whatman N°. El precipitado se congel en
nitrégeno liquido, fue liofilizado y pesado.
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8.1.25 Hidrolisis enzimatica del MIAA de mora.

Las enzimas presentes en los preparados enzimaticos comerciales, son mezclas de
pectinasas, poligalacturonasas, pectinesterasa, celulasa, proteasas y amilasas. Al mezclar
determinada cantidad de enzimas con la pared celular purificada de la mora, a cierta
temperatura y tiempo, los polisacéridos de la pared celular (pectina, hemicelulosa y celulosa)
seran hidrolizados. El preparado comercial de mejor desempefio sobre la pared purificada
(evaluado por la cantidad de azucares neutros y acidos galacturénicos libreados al medio) se
comportara de igual modo sobre la pulpa de fruta. Con esto se busca disminuir la viscosidad y
solubilizar los s6lidos solubles en suspension (SIS) del jugo pulposo, para reducir el colmataje
de la membrana de microfiltracion y aumentar los flujos de jugo clarificado durante el proceso.

A- Reactivos necesarios:

e Buffer citrato 0,1M pH de 2,8

Preparacion del buffer

Solucién A: pesar 9,605 g de acido citrico 0,1M y disolver en 500 mL de agua destilada.
Solucién B : pesar 5,365 g de fosfato de sodio dibasico heptahidratado [SIGMA S9390 98-
102%] NazHPO4.7H20 y disolver en 100 mL de agua destilada.

422 mLde A + 78 mL de B + agua destilada hasta 1000 mL.

En caso de ser necesario ajustar el pH gota a gota con el volumen restante de A o B
dependiendo de si se desea bajar o subir el pH respectivamente.

B- Modo operativo:
e Pesar 10 mg de MIAA y colocar en un tubo Eppendorff de 1,5 mL.

e Colocar la concentracion de enzima adecuada teniendo en cuenta el %

que representa la MIAA en la pulpa de fruta y completar con el buffer de
citrato hasta 1 mL.

o Se preparan ”blancos quimico” por duplicado para cada preparado
enzimatico y concentracion. Los mismos llevan pared celular (MIAA) y
buffer de citrato, y son tratados en igual forma que los tubos con enzima.

e Colocar los todos los tubos bien cerrados (use parafilm para asegurar bien la
tapa) en el bafio a 35 °C con agitacion rapida por 1 hora. (“Shaking water
bath“ marca GCA PRECISION®).
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Al cumplir fa hora de tratamiento, en los tubos “blancos quimicos” colocar la
concentracion de enzima comrespondiente para inmediatamente ser
inactivada.

Colocar los todos los tubos (‘muestra” y “blancos”) en bafio en ebullicion por 2
minutos para inactivar las enzimas.

Centrifugar 15 minutos a 5000 rpm.

Realizar la prueba AGU y de Antrona sobre el sobrenadante cristalino sin
sdlidos en suspension (seccion 8.1.26 y 8.12.7 de este capitulo). En los tubos
“blancos quimicos” también se realiza dichas pruebas, con el objetivo de
corregir las absorbancias debidas al preparado comercial.
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8.1.26 Determinacion de acido galacturonico (AGU)

La determinacion de acidos galactourdnicos se realizé como forma de verificar la efectividad
de los tratamientos enzimaticos. Se siguidé el método de metahidroxidifenil reportado por
Blumenkrantz & Asboe —Hansen (1973).

Los acidos urénicos se determinan segin el método del metahidroxidifenil (MHDP). Sobre la
accion del acido sulfurico concentrado, los poli u oligosacaridos son hidrolizados en osas
neutras y eb acidos uronicos. Los monémeros de los acidos liberados son deshidratados en
derivados furfuroilos que forman con el metahidroxidifenil un complejo de color rosado
presentando un maximo de absorcion a 520nm. El método es muy especifico las osas neutras
no forman un complejo con el metahidroxidifenil.

A - Reactivos:

e Hidroxido de sodio al 0,5% (p/v).
(1,25 g NaOH (J. T. Baker 3722-5), en 250 mL de agua destilada)

e Metahidroxidifenil (MHDP) (CsHsCsH4OH).
(Disolver 37,5mg de MHDP [3-phenilphenol 90% ALDRICH 26225-0]
en 25 mL de NaoH al 0,5%).

o Tetraborato de sodio al 0,0125M (BORAX).

(Disolver 447mg de tetraborato de sodio [SIGMA B-0127] en 100mL de H2SO4 a
95-97%)

e Acido D-galacturénico monohidratado (CsH1007.H;0) a 1000 pg/mL

(Disolver 27,31 mg de AGU [Fluka (Biochemika) > 97%), en 25mL de agua
destilada)

B - Modo operativo general:

e Este modo operativo se aplica tanto para los tubos “muestra” como para los
tubos “blanco” con la diferencia que en estos ultimos el MHDP se sustituye

por NaOH al 0,5%. Se prepara un blanco por cada muestra es decir que se
hacen dos series.

* Introducir 2,4 mL de BORAX en un tubo de ensayo (10ml con tapa rosca).
* Agregar lentamente 0,4 mL de muestra (diluida o no). Agitar en vortex.

Colocar los tubos en bafio maria a 100°C por 10 minutos exactos y luego
enfriar en agua hielo.

e Afiadir 40uL de MHDP en los tubos “muestras” y 40pL de NaOH 0.5% para
los tubos “blanco”. Agitar en vortex.

e Leer la absorbancia a 520 nm exactamente 10 minutos después de haber
agregado el MHDP.
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C - Modo operativo utilizado para verificar la licuefaccion enzimatica de la pared
celular de la mora:

e Se tomaron 600pL del sobrenadante resultante de la hidrdlisis de la MIAA de mora y se
llevaron a 2mL con agua destilada (ver 8.1.25).

¢ Del tubo anterior se tomaron 150uL de muestra y se colocaron en un tubo de ensayo (por
triplicado para cada enzima y cada concentracion a evaluar).

» Los blancos se prepararon con 150uL de agua.

« Se coloco 250Ul de agua destilada en cada tubo conteniendo la muestra o los blancos.
Triplicado.

¢ Se introdujeron 2,4 mL de BORAX en cada tubo de ensayo lentamente, mientras los tubos
permanecieron en un bafio de agua hielo. Cuando estuvieron frios se agitaron en vortex.

o Posteriormente los tubos fueron colocados en bafio Maria a 100°C por 10 minutos
exactos, y luego enfriar en agua hielo.

e Se afnadieron 40uL de MHDP en los tubos “muestras” y 40uL de NaOH 0,5% para los
tubos “blanco”. Agitar en vortex.

e Seleyo la laabsorbancia a 520 nm exactamente 10 minutos después de haber agregado
el MHDP.

E-Construccion de la curva patrén:

» Preparar una solucion madre? de acido galacturonico monohidratado a 1000

pg/mL (1000 ppm): pesar 100 mg de acido galacturbnico en un balén
aforado de 100 mL, completar con agua destilada.

e Lacurva patron se prepara con acido galacturénico entre 0-100 ug/mL (de 0 -
100 ppm).

Todos los tubos (de 10mL) deben ser tratados segtin el modo operativo descrito en el punto
49,

Concentracion de Volumen de AGU (uL) o | Volumen de agua Absbancia
AGU pg/mL o ppm Sol. Madre destilada (uL) a 520 nm.
0 0 400 0
25 10 390 0.169
50 20 380 0.448
75 30 370 0.674
100 40 360 0.885

: La solucién madre se puede guardar a -20 °C.

Recordar que.el agregado de NaOH 0 MHDP se realiza de manera exactamente cronometrada, una serie a la
\trez y con un minuto exacto de diferencia entre cada tubo, se espera exactamente 10 minutos &esde el prime
ubo de a serie y se leen las absorbancias, primero la de los blancos y luego la de los patrones a 520 nmpn '
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Curva de calibracion: Absorbancia a 520 nm en funcion de la ‘
concentracion de acido galacturonico (ug/ml) !
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Calculos:

% AGU = [(Abs. M —Abs. B) x factor de dilucion x 09] x 100
(Pendiente de la curva x peso de la muestra x 1000)

*% AGU: % de acido galacturonico en relacion a la masa de extracto testeado.

eAbs M: Absorbancia del tubo “muestra” a 520 nm.

eAbs B: Absorbancia del tubo “Blanco” sin enzima a 520 nm.

«0,9= % AGU en una molécula de AGU hidratado y se calcula como el peso molecular
de AGU deshidratado/ peso molecular del AGU monohidratado.

PM AGU hidratado = 212,2 g/mol
PM H20 = 18 g/mol
09=(212,2-18)/ 212,2

e Pendiente de la curva: ver punto 5 (mL/pg)
e Peso de lamuestra (mg).

Recordar la resta de los “blancos quimicos” por cada preparado comercial y
concentracion utilizados en la hidrélisis enzimatica de la pared (8.1.25)

Los resultados fueron expresados como g AGU/100g de MIAA.

8.1.27 Determinacion de azicares totales por el Método de Antrona
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La determinacién de azlcares totales para verificar la efectividad de los tratamientos
enzimaticos se realizo siguiendo el método reportado por Dubois (1956).

Por este método se realiza una hidrolisis de los polisacaridos en medio &cido en caliente. La
antrona reacciona con las hexosas y las aldopentosas para dar un complejo de color azul-
verdoso, presentando un maximo de absorbancia a 625 nm. En ausencia de azlcares
neutros, el medio cambia a amarillo, que es el color de la antrona. Es un método muy
sensible, que permite determinar concentraciones en azlicares totales de 0 a 50 mg/L.
Teniendo en cuenta la gran sensibilidad del método es necesario efectuar diluciones en la
muestra a analizar.

A- Reactivos:

. Reactivo de Antrona al 0,2% en H>SO4
(0,2 g de Antrona [SIGMA (A-1631)] en 100 mL de H2SOa)
Esta preparacion se realiza al momento de utilizarla y se debe de proteger de la luz.

e Glucosa D (+) SIGMA G-7528 (patron)
(prearacion de una solucion madre de 50 pg/mL.)

B- Aplicaciones del método de Antrona:

» Para la verificacion de la ausencia de azucares neutros de las muestras de MIA
luego de varios lavados con etanol al 80% (test colorimétrico- analisis
cualitativo).

El modo de operacion utilizado es analogo al descripto en la seccion 4 con la excepcion de la
evaluacion de azucares neutros en las muestras que es visual. Los tubos que quedan
amarillos luego del tratamiento térmico contienen poco 0 no contienen azucares neutros.

> Para la estimacion de la concentracion de aziicares neutros en las muestras que
hayan tenido una hidrélisis enzimatica (Analisis cuantitativo)

La estimacion de los azlcares neutros se hace a partir de una curva patron de glucosa

que se presenta en el punto F de este protocolo. Y el modo operativo especificamente
utilizado con las moras en el punto E.
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C- Modo operativo general:

En un tubo de ensayo por muestra colocar 1,15 mL de agua destilada.

Ag;(egar 100pL de muestra, previamente filtrada en papel Wharman 4 y agitar en
vortex.

Colocar los tubos en bafio de agua hielo y afiadir 2,5 mL de disolucion de Antrona
Tapar los tubos.

Preparar los blancos con los mismos reactivos exepto la muestra que se sustituye
por un mismo volumen (100uL) de agua destilada.

Agitar todos los tubos en vortex.

Colocar los tubos en bafio a ebullicion por 10 minutos exactos

Enfriar los tubos en agua - hielo y agitaar en vortex.

Realizar las lecturas de absorbancia a 625nm.

D- Modo operativo especificamente utilizado para cuantificar la licuefaccion de la MIAA
de mora:

Se tomaron 600uL del sobrenadante resultante de la hidrolisis de la MIAA de
mora y se llevaron a 2mL con agua destilada (ver 8.1.25). Este tubo se definio
como solucion de trabajo.

En un tubo de ensayo por se colocd 850 ulL de agua destilada (por triplicado para
cada preparado comercial y concentracion a evaluar).

Se agregaron 400uL de muestra (solucion de trabajo)

Se colocaron los tubos en en bafio de agua hielo y se les aiadié 2,5 mL de
disolucion de Antrona . Se taparon los tubos .

Se prepararon los blancos de con los mismos reactivos exepto la muestra que se
sustituye por un mismo volumen (400uL) de agua destilada para realizar el cero
del espectrofotometro.

Se agitaron los tubos en vortex.

Se colocaron los tubos en bafio a ebullicion por 10 minutos exactos

Se enfriaron en agua — hielo y agitaar en vortex.

Se realizaron las lecturas de absorbancia a 625nm.

F- Construccion de la curva patron.

Preparacion de la solucién madre a concentracion de 50 pa/mL:

Pesar 0,25 g de glucosa en 50 mL de agua bidestilada
Tomar 0,25 mL y diluir a 25 mL (la concentracion obtenida es de 0,050 mg/ml o 50
pg/mL o 50 ppm).
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Preparar una curva patrén de 0 a 50 mg/mL):

Concentracionde Volumen de la solucion Volumen de agua Absorbancia a
glucosa pg/L de glucosa diluida (mL)  destilada (mL) (625 nm)

0 0 1,25 0

10 0,25 1,00 0,217
20 0,50 0,75 0,376
30 0,75 0,50 0,562
40 1,00 0,25 0,750
50 1,25 0,00 0,962

Curva de Absorbancia a 625 nm en funcién de la concentracion de
glucosa

14— = m— =
0.8
038
0.7
06 -

y=0.019x
R?=0.9983

Absorbancia a 625 nm
SRESRR

0 5 10 15 2 25 3 k-] 40 45 L)
Concentracion de glucosa (ug/mL)

E- Calculos:
El calculo de la concentracion de azicares neutros (jug/ mL) presentes en la muestra se
efectiian interpolando al absorbancia en la curva patron.

% AN= (Abs. muestra — Abs. Blanco/ pend.) x Factor de dilucién x Volumen final x 100
masa de la muestra (jg).

Recordar la resta de los “blancos quimicos” por cada preparado comercial y
concentracion utilizados en la hidrélisis enzimatica de la pared (8.1.25).
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8.2 Comparacion de los resultados de caracterizacion fisico-quimica y de
actividad antioxidante de la mora costarricense respecto a otras
variedades y especies.

| S

Solidos solubles (*Brix)
Acidez (g ac. citrico eqiv/100g fruta)

i

Manon [veana} ¥ erne’s G oen anete joioie) - S ekiy ou (vemnc) Brazos Brazes (ouho) ‘
Dregon Geem Rea Mexen Oregon {pomey eta} M exico Mace " ‘

|
|

] So[igp_s solubles (“B?ix) D Acidez (g ac citrigzolmo‘g_)*(

f—:uente: Reyes-Carmona et al. (2005).
Figura 21 - Comparacion del contenido de sélidos solubles y acidez de la mora
costarricense vs otras variedades al estado maduro.

Cuadro 19 - Comparacion del contenido y capacidad antioxidante de la mora
costarricense vs otras variedades reportadas.!

. i Polifenoles Antocianinas Capacidad
Principales variedades | totales totales Antioxidante Autor
_(mg/100g (mg/100g)* (umoles de TE/g)
Chester, Hull y Triple ang & Lin., (2000)
s 226 153,3 28,2
Cherokee, Chester, Moyer ef al,, (2002)
rion, Triple Crown. 275 a678 802230 33a78
Choctaw, Kiowa 486 s | Sellappan et al., (2002)
fructicosus, . Benbenuti ef al., (2004).
idacus 2893 88,7 ---
rarion, Evergreen 903 2960 131 2221 5852609 Siriwoham ef al., (2004)
I""""’ Evergreen 822 a 844 1512225 432355 m & Wrokstad,
iferentesvar.y | | ooa o0 | . Fan-Chiang & Wrolstad,
ocalidades. M8 N )
var. Vino
akalem 525,0 77,0 64,3
' Valores comrespondientes a promedios o rangos en base fresca y para frutos en estado
maduro.

2Datos expresados como mg de GAE equivalentes /100g de fruta (método Folin-Ciocalceu).
3 Datos expresados como mg de cianidina 3-glucosido /100g de fruta (método pH diferencial)
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Fuente: Wu et al., 2004,
Figura 22 - Capacidad antioxidante (ORAC) de la mora costarricense respecto a otras
especies en estado maduro (BH).
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Figura 23 - Capacidad antioxidante (ORAC) de la mora costarricense respecto a otras
variedades en estado maduro (BH).
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8.3 Actividades enzimaticas de los preparados comerciales’

Actividad enzimatica de las enzimas (Ul/mL)

Preparado comercial = =
: Pectinliasa__ Poligalacturonasa _ Pectinesterasa Endocelulasa  Exocelulasa

Klerzyme 150® 344 866 409 112 4
Clarex citrus 12XL® 317 549 350 112 36
Rapidase Vegetable Juice® 188 369 433 124 10

1 Informacién suministrada por el Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias- Quito-Ecuador.
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