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RESUMEN 

El objetivo de esta investigación fue evaluar el proceso de extracción de polifenoles a partir de un 

subproducto de mora y aplicar tecnologías de membranas (microfiltración -MF- y ultrafiltración -

UF-) para efectuar el fraccionamiento y la purificación de estos compuestos, con el fin de obtener un 

extracto concentrado de polifenoles rico en elagitaninos (compuestos con potenciales beneficios 

para la salud). El desarrollo y la optimización del proceso de obtención de este extracto permitirán 

ofrecer un producto que traerá beneficios en diferentes ámbitos: económico, ambiental y de gestión 

integral de desechos, además del área de seguridad alimentaria. 

Para el desarrollo de la investigación se utilizó un subproducto obtenido del procesamiento 

industrial de mora (SPIM) generado durante la elaboración de una pulpa de mora. A partir de este 

subproducto se evaluó y optimizó el proceso de extracción de polifenoles (elagitaninos -ETs- y 

antocianinas -ATCs-) acoplado a un tratamiento enzimático a nivel de laboratorio y de planta piloto, 

utilizando agua destilada como solvente. Los factores optimizados fueron la relación agua/SPIM 

(A/S) y la concentración de preparado enzimático (Cn enzima). Por otra parte, se aplicaron los 

procesos de clarificación y concentración a nivel de planta piloto mediante microfiltración 

(membrana de cerámica con tamaño de poro de 0,2 µm) y ultrafiltración (membranas de cerámica 

con poder de corte de 1 y 5 kDa), respectivamente. Como resultados se encontró que la extracción 

con tratamiento enzimático, empleando un preparado comercial con actividad pectinolítica y 

celulolítica, permitió aumentar el contenido de polifenoles en un 16 % - 19 %, así como disminuir el 

contenido de sólidos insolubles (SIS) en el extracto. Se obtuvo un punto óptimo con un valor de 

deseabilidad de o,8 donde los factores fueron: A/S= 2,4 g·g-1 y Cn enzima= 263 mg·kg-1• Para esto se 

tomó en cuenta que el extracto obtenido presentara el menor contenido de SIS, turbidez, sólidos 

solubles y acidez, así como el mayor contenido de ATCs, ETs, polifenoles totales (PT) y capacidad 

antioxidante (ORAC-H). Durante el proceso de MF se obtuvieron flujos de permeado por encima de 

200 L·h-1-m-2 (con valores de factor de reducción volumétrico de FRV= 12,6), y se observó que este 

proceso permitió eliminar los compuestos insolubles, así como mantener el contenido de polifenoles 

y la capacidad antioxidante en el extracto clarificado (permeado). Por otra parte, durante el proceso 

de purificación y concentración mediante UF (membrana de 1 kDa) se obtuvieron flujos de 

permeado por encima de 15 L·h-1-m-2 (FRV= 7,9); además, se observó que esta membrana permitió 

retener el 92 % de las ATCs y ETs y el 85 % de los PT en el extracto. 

Los resultados obtenidos muestran la factibilidad técnica para la obtención de un extracto natural 

concentrado de polifenoles mediante MF y UF a partir del SPIM, el cual podría funcionar como 

ingrediente alimentario o nutracéutico con potenciales beneficios para la salud. 

Paiabras clave: mora, subproducto, microfiltración, ultrafiltración, polifenoles, elagitaninos. 
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I. JUSTIFICACIÓN 

En los últimos años se ha dado un aumento en el interés de identificar fitoquímicos o 

compuestos vegetales que tienen efectos positivos en la salud. Se han realizado ensayos in 

vitro para identificar estos compuestos bioactivos, los cuales han cubierto una amplia área 

de investigación, que incluye estudios sobre la actividad antioxidante, anti cancerígena, la 

disminución de obesidad y de colesterol, entre otros. Con frecuencia, el éxito de la 

caracterización de un fitoquímico puede conducir al desarrollo de nuevos alimentos o 

suplementos con actividades que favorecen a la salud (Boue et al., 2009). Durante la 

última década, estos alimentos han sido denominados alimentos funcionales, que son 

generalmente aceptados· como aquellos que contienen, de forma natural, cualidades 

beneficiosas para la salud (Boue et al., 2009). 

El interés de los consumidores se ha desplazado hacia lograr y mantener una buena salud; 

de esta forma ha aumentado de manera importante la demanda por los alimentos 

funcionales (Katan & De Roos, 2004;·Sacchetti et al., 2005). Entre las materias primas con 

características funcionales disponibles en Costa Rica, la mora es una excelente opción ya 

que presenta efectos potencialmente beneficiosos para la salud por su alto contenido de 

antioxidantes, principalmente compuestos fenólicos (Acosta-Montoya et al., 2010; Gancel 

et al., 2011). Los compuestos fenólicos presentes mayoritariamente en las moras de la 

variedad "vino con espinas" (Rubus adenotrichos), que es la más producida en Costa Rica, 

son elagitaninos (ETs) y antocianinas (Mertz et al., 2007). De estos, los ETs han recibido 

un gran interés debido a que los compuestos formados a partir de su hidrólisis tienen 

importantes actividades biológicas tales como actividad antimutagénica, antiviral, 

anticancerígena, antitumoral, quimioprotectora y antioxidante (Seeram et al., 2007; 

Huang et al., 2008; Bakkalbal?i et al., 2009). Distintos estudios realizados han encontrado 

que extractos que contienen elagitaninos mostraron una actividad citotóxica contra células 

cancerígenas humanas (Barrajón-Catalán et al., 2010). También otros investigadores han 

observado el efecto de una dieta de elagitaninos y ácido elágico sobre las células 

cancerígenas del colon, encontrando que estos compuestos inducían la apoptosis de estas 

células (Larrosa et al., 2006). El estudio realizado por Tavares et al. (2012) encontró que 

extractos de mora (Rubus sp.) ricos en metabolitos de ETs enxhibieron un efecto 

neuroprotector a nivel in vitro. 
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La producción nacional de mora creció 42,32% del 2005 al 2009 en cuanto a las toneladas 

métricas producidas, según cifras de la Secretaría Ejecutiva de Planificación Sectorial 

Agropecuaria (SEPSA), suministradas por el Ministerio de Agricultura y Ganadería (MAG) 

(Vindas, 2011). Las razones de este crecimiento se deben en gran medida a que el Centro 

Nacional de Ciencia y Tecnología de Alimentos (CITA) de la Universidad de Costa Rica 

(UCR), en conjunto con otras universidades nacionales, han venido investigando el fruto y 

dando a conocer sus propiedades desde el 2005. También, el incremento se debe a que se 

han promocionado otras presentaciones para el consumo de mora como las jaleas y 

concentrados, además de haber aumentado la productividad por hectárea (Vindas, 2011). 

En Costa Rica, gran parte de la mora es procesada por las industrias locales, para producir 

y comercializar productos congelados y procesados térmicamente Galeas, jugos, pulpas, 

entre otros), de los cuales las bebidas a base de mora están en alta demanda. 

Junto con el aumento en la producción y procesamiento de cultivos de frutas, surgen 

considerablemente una mayor proporción de residuos, los cuales representan un problema 

importante de manejo que se agrava con las restricciones legales (Zhao, 2007). Los 

residuos agroindustriales sólidos o líquidos contienen una alta carga orgánica y 

tradicionalmente han sido removidos del proceso de producción como materiales 

indeseables. Sin embargo, el término subproducto sería más adecuado puesto que estos 

materiales pueden ser sustratos para la extracción de compuestos funcionales y el 

desarrollo de nuevos productos con alto valor de mercado (Galanakis, 2012). Durante la 

elaboración de jugo o pulpa de mora, se genera un residuo o subproducto que retiene una 

gran cantidad de polifenoles y que corresponden a compuestos no extraíbles por medios 

físicos, principalmente elagitaninos, los cuales se encuentran asociados a la fibra dietética 

y a proteínas (Arranz et al., 2009; Soto, 2010). 

El procesamiento de subproductos de frutas como la mora, constituye una importante 

fuente de compuestos que pueden ser usados para la producción y recuperación de 

ingredientes de valor agregado, proporcionando beneficios a la industria. La extracción de 

antocianinas, catequinas, taninos hidrolizables y ácidos fenólicos de residuos de uva y 

otras frutas tipo baya ha sido estudiada por varios investigadores (Kammerer et al., 2005; 

Díaz-Reinoso et al., 2009). Específicamente el residuo de mora (incluyendo semillas, 

cáscara o piel) puede ser un producto de gran interés pai-a la industria alimentaria y 

farmacéutica debido a los carbohidratos disponibles, fibra dietética, aceites, compuestos 
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polifenólicos y pigmentos que presenta, los cuales pueden ser utilizados tanto como 

ingredientes naturales para productos alimenticios así como constituyentes para mejorar 

la funcionalidad de los mismos productos. 

Varios estudios reportan que el procesamiento de las moras puede causar pérdidas 

importantes de los compuestos antioxidantes hidrosolubles (Hager et al., 2008a; Gancel et 

al., 2011). Debido a la gran cantidad de causas potenciales de cambios en los compuestos 

fitoquímicos durante el procesamiento y almacenamiento de los alimentos, es importante 

realizar una evaluación exhaustiva de las modificaciones en los compuestos fenólicos y 

antioxidantes durante estas etapas (Pokorny & Schmidt, 2003; Puupponen-Pimia et al., 

2003). Es primordial caracterizar y optimizar estos procesos con respecto al impacto sobre 

los compuestos bioactivos como, por ejemplo, los antioxidantes. La evaluación del efecto 

del procesamiento de alimentos sobre los antioxidantes naturales es un factor clave en la 

búsqueda de condiciones tecnológicas necesarias para preservar o mejorar su actividad 

original y biodisponibilidad (Nicoli et al., 1999). Por lo tanto, es necesario investigar y 

definir métodos innovadores para extraer mayor cantidad de estos compuestos bioactivos y 
' 

que a su vez permitan minimizar sus pérdidas debido al procesamiento. 

Algunos fitoquímicos en las matrices de las plantas están dispersos en el citoplasma de las 

células, el cual no es fácilmente accesible en los procesos de extracción con solventes 

(Gokmen et al., 2009). Ciertos compuestos son retenidos en la red de polisacáridos y 

lignina en las células vegetales a través de enlaces hidrofóbicos y puentes de hidrógeno. 

También pueden estar asociados con los polímeros de la pared celular a través de un enlace 

éter o éster. Los fitoquímicos enlazados no están disponibles para la extracción con 

solvente (Wang, 2011). Por esta razón, la aplicación de enzimas antes o durante la 

extracción que puedan degradar la pared celular como pectinasas, celulasas, proteasas y 

fosfolipasas, permite la hidrólisis de la pared celular y de los fitoquímicos aumentando la 

liberación de estos compuestos bioactivos (Wang, 2011). 

Con la aplicación de tecnologías de membranas se puede concentrar, fraccionar o purificar 

fluidos. En forma sencilla, el proceso de filtración con membranas se puede ilustrar como 

la circulación de fluidos por superficies semipermeables, donde los componentes de dichos 

fluidos las atraviesan de manera selectiva sin sufrir alteraciones químicas ni físicas (Pabby 

et al., 2009). Las tecnologías de membranas han dado lugar a una importante innovación 
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tanto en procesos como en productos y, particularmente, han sido apropiadas para un 

crecimiento industrial sostenible en las últimas décadas (Girard & Fukumoto, 2000; Drioli 

& Romano, 2001). Actualmente la ultrafiltración (UF), la microfiltración (MF), la ósmosis 

inversa (OI) y la nanofiltración (NF) son bien reconocidas como operaciones unitarias 

básicas (Drioli & Romano, 2001). Además, son muy utilizadas para producir líquidos 

puros, concentrar suspensiones, recuperar productos de gran valor y para regenerar 

líquidos de proceso (Vaillant et al., 2001). 

El fraccionamiento, así como la posterior purificación y concentración de los compuestos 

polifenólicos para su uso en la industria de alimentos ha sido de gran interés, no solo por 

su importancia en cuanto a los beneficios para la salud, sino también por su interés 

económico. El uso de membranas puede mejorar la selectividad de separación, ya que éstas 

son capaces de interactuar con algunos compuestos en solución (Díaz-Reinoso et al., 

2009). Por ejemplo, la aplicación de NF y UF ha sido utilizada como método alternativo 

para purificar y fraccionar los extractos de desechos de la vinería con el fin de obtener 

fracciones de proantocianinas con diferentes grados de polimerización (Santamaría et al., 

2002). También, los compuestos fenólicos de uva han sido procesados por UF para su 

concentración o para el fraccionamiento de antocianinas (Díaz-Reinoso et al., 2009). 

Recientemente se ha estudiado la aplicación de estas tecnologías para concentrar 

antocianinas a partir de extractos de flor de Jamaica (Cisse et al., 2011a). 

Bajo este contexto, el propósito de este proyecto fue realizar y optimizar la extracción de 

polifenoles, cuya principal fracción está constituida de elagitaninos (compuestos con 

potenciales beneficios para la salud), a partir de un residuo industrial de mora. Para ello se 

evaluó la aplicación de un tratamiento enzimático y la utilización de tecnologías de 

membranas (microfiltración y ultrafiltración) con el fin de efectuar el fraccionamiento y la 

purificación de estos compuestos, para así obtener un extracto concentrado de polifenoles 

rico en elagitaninos. El desarrollo y la optimización del proceso de obtención de este 

extracto permitirán ofrecer un producto que traerá beneficios en diferentes ámbitos: 

económico, ambiental y de gestión integral de desechos, además del área de seguridad 

alimentaria. Esto porque se podrá valorizar un subproducto agroindustrial, permitiendo 

ofrecer un concentrado natural que podría funcionar como aditivo o ingrediente 

alimentario o nutracéutico con potenciales beneficios para la salud. 
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11. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo general 

Evaluar el proceso de extracción de polifenoles a partir de un subproducto obtenido del 

procesamiento industrial de mora (SPIM) y aplicar tecnologías de membranas 

(microfiltración y ultrafiltración) para efectuar el fraccionamiento y la purificación de estos 

compuestos, con el fin de obtener un extracto concentrado de polifenoles rico en 

elagitaninos. 

2.2 Objetivos específicos 

l. Optimizar el proceso de extracción de polifenoles a escala de laboratorio a partir del 

SPIM, utilizando agua como solvente y acoplado a un tratamiento enzimático, 

aplicando la metodología de superficie de respuesta. 

2. Realizar el escalamiento del proceso de extracción de polifenoles a nivel de planta 

piloto a partir del SPIM, para obtener un extracto clarificado de estos compuestos 

aplicando microfiltración tangencial. 

3. Evaluar el proceso de ultrafiltración tangencial para obtener un extracto 

concentrado de polifenoles rico en elagitaninos y con alto grado de pureza, 

analizando diferentes parámetros de proceso. 
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111. MARCO TEÓRICO 

3.1 Generalidades de la mora 

El género Rubus de la extensa familia de las Rosáceas, contiene un amplio grupo de 

especies de pequeños frutos, dentro del cual se encuentra la mora (Vasco et al., 2009). Las 

moras -también conocidas como zarzamoras- son consideradas, en la actualidad, como una 

fuente rica de polifenoles. Varios ácidos fenólicos se han detectado en la mora, como el 

ácido gálico, cafeico, ferúlico, cumárico y elágico. De estos el ácido elágico es el principal de 

los compuestos fenólicos (Heinonen & Meyer, 2002; Mertz et al., 2007). 

3 . i.1 Situación en Costa Rica 

En Costa Rica, el género Rubus se extiende en las partes más altas del país (altitudes en 

torno a los 1 400 a 2 500 msnm), ubicadas principalmente en el Cerro de la Muerte y sus 

alrededores (Flores et al., 2003). La mayor expansión del área sembrada de mora se ha 

dado en la zona de Los Santos (Tarrazú, Dota, León Cortés), El Guarco y las partes altas de 

Pérez Zeledón (Castro & Cerdas, 2005). El ciclo de vida del cultivo de mora es perenne, lo 

que permite que exista producción casi todo el año. Sin embargo, la mayor producción en 

Costa Rica ocurre en los meses de febrero a marzo (Leitón, 2008). 

La clasificación de las variedades criollas costarricenses no se ha formalizado a nivel de 

especie, sin embargo, es posible distinguirlas por sus diferencias morfológicas y son 

marcadas con los nombres con que popularmente son reconocidas en las zonas 

productoras (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, ratón, castilla, enana, dulce y caballo (Flores et al., 2003; Castro & Cerdas, 2005). 

En Costa Rica, las moras híbridas son originarias de América del Norte, específicamente de 

Carolina del Norte, Michigan y Texas; siendo las principales variedades comerciales: 

Brazos, Cherokee y Comanche (Castro & Cerdas, 2005). 

La variedad "vino" es la más extendida en el país debido a que presenta mejores niveles de 

producción, calidad y aceptación general de la fruta (Flores et al., 2003). Esta variedad, 
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además, cuenta con las mejores características sensoriales (color negro y sabor), físicas 

(firmeza y tamaño mediano), químicas (acidez y grados Brix), de mercado (tanto nacional 

como internacional) y biológicas (resistencia a plagas y enfermedades) (Flores et al., 

2003). 

En el 2005, el cultivo de mora en Costa Rica correspondía a aproximadamente 1 550 ha 

con una producción de 1 500 toneladas, de la cual menos del 15 % fue exportado, siendo 

Estados Unidos el principal mercado (Strik et al., 2008). El mercado de mora en el país 

experimentó una crisis, debido a la falta de organización; además, es un sector muy 

susceptible a los problemas climatológicos ya que cuando se presentan condiciones 

lluviosas con viento, las plantaciones se ven afectadas por deshidratación y pérdida de 

fuerza en la planta. De esta manera en los meses con menos lluvia las cosechas presentan 

una mayor calidad y cantidad (Leitón, 2008). La mayor parte de la producción en Costa 

Rica es orgánica, lo cual obedece a que la planta de mora ha crecido y desarrollado en 

forma silvestre. Cabe destacar también, que el cultivo de este producto es un negocio 

familiar lo que limita en algunos casos la calidad obtenida ya que la manipulación y falta de 

capacitación provoca que la fruta se deteriore mucho en el proceso de recolección (Leitón, 

2008). 

La mora posee usos muy amplios y diferenciados que van desde el consumo de la fruta 

fresca, hasta su uso en jugos, mermeladas y hasta vinos. Puede ser utilizada tanto como 

producto de mesa, hasta como materia prima de uso industrial. Sin embargo, se estima que 

a nivel mundial el 90 % del consumo de la mora es procesada y solo el 10 % restante se 

comercializa como producto fresco (Leitón, 2008). En Costa Rica, gran parte de la mora es 

procesada por las industrias locales, para producir y comercializar productos congelados y 

procesados térmicamente Galeas, jugos y pulpas, entre otros), de los cuales las bebidas a 

base de mora están en alta demanda. 

3.1.2 Principales compuestos antioxidantes en mora (Rubus adenotrichos) 

La principal clase de compuestos fenólicos que se encuentra en las especies Rubus, son los 

elagitaninos y en segundo lugar, las antocianinas (Maatta-Riihinen et al., 2004; Mertz et 

al., 2007). En menor contenido se encuentran flavonoles (quercitina, kaempferol) y formas 
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conjugadas de ácido elágico, ácido gálico y ácido hidroxicinámico (Mertz et al., 2007). En 

Rubus adenotrichos el contenido de elagitaninos y antocianinas tiene una relación inversa 

entre ellos con respecto al grado de maduración en la mora (Acosta-Montoya et al., 2010). 

El contenido de elagitaninos disminuye de manera constante durante la maduración y, 

según Acosta-Montoya et al. (2010), representa más del 92 % (m/m) de los compuestos 

fenólicos en las frutas de color rojo claro (grado de madurez 1) y disminuye a casi un 61 % 

(m/m) en la fruta totalmente madura (grado de madurez 3). Por otra parte, las 

antocianinas aumentan significativamente en la fruta al pasar del grado de madurez 1 al 3 

(Cuadro I). 

Cuadro l. Contenido de los principales compuestos fenólicos de la mora en tres estados 
de madurez*. 

Estado de madurez 
Parámetro Intermedio Tres cuartos Maduro 

(Grado t) (Grado 2) (Grado3) 
Elagitaninos (mg ácido elágico/g) 

Lambertianina C 12,0±1,0ª 11,0±1,0ª 8,o±o,4b 

Sanguiína H-6 10,0±0,5ª 9,o±o,4b 6,6±0,3c 

Antocianinas (mg cianidina-3-glucósido/g) 

Cianidina-3-glucósido l,03±0,03c 3,10±0,2ob 8,30±0,30ª 

Cianidina-3-( 6'malonil) o,111±0,002c o,391±0,005b 0,660±0,040ª 

Favonoles (mg quercitina/g) 0,298±0,002ª o,231±0,004b o,137±0,002c 
Derivados del ácido elágico (mg ácido 0,300±0,003ª o,216±0,004b o,202±0,004c 
elágico/g) 

Fuente: Acosta-Montoya et al. (2010). *Datos expresados± desviación estándar. Letras distintas en la misma 
fila indican diferencias significativas (p,,;0,05, Tukey). Valores expresados en base seca. 

3.i.3 Impacto del procesamiento d e mora sobre los compuestos b ioactivos 

Solo una pequeña cantidad de frutas y vegetales es consumida de forma fresca, mientras 

que la mayoría debe ser procesada por aspectos de inocuidad, calidad y por razones 

económicas (Nicoli et al., 1999). Varios estudios reportan que el procesamiento de las 

moras puede causar pérdidas importantes de los compuestos antioxidantes solubles en 

agua (especialmente antocianinas), lo que altera el color y la calidad nutricional de los 



12 

productos (Hager et al., 2008a; Gancel et al., 2011). Relacionado con esto, Nicoli et al. 

(1999) han reportado que la capacidad antioxidante de los alimentos puede verse afectada 

de varias maneras por el procesamiento, incluidas las pérdidas de antioxidantes solubles 

en agua (como compuestos fenólicos), alteraciones en los compuestos que mejoran o 

reducen la capacidad antioxidante de los componentes de las plantas, las interacciones con 

otros compuestos que alteran la actividad antioxidante, o la formación de nuevos 

compuestos por reacción de Maillard o por otras reacciones que afectan la actividad 

antioxidante. 

Diferentes estudios reportan que los tratamientos térmicos como el escaldado y la 

pasteurización de frutas y vegetales, ya sea a nivel de laboratorio o a escala semi-industrial, 

reducen considerablemente las cualidades funcionales y nutricionales del producto final 

(Pokorny & Schmidt, 2003; Puupponen-Pimiii et al., 2003). Hager et al. (2008a) 

reportaron que el procesamiento de mora (cv. Apalache) causaba importantes pérdidas de 

antocianinas monoméricas, principalmente, debido a su polimerización. También, se ha 

encontrado que el proceso térmico 1?-º parece degradar apreciablemente el contenido de 

elagitaninos en la mora; sin embargo, el proceso de extracción de jugo de mora provoca 

pérdidas significativas de estos compuestos, probablemente debido a la remoción de 

semillas, las cuales son ricas en elagitaninos (Hager et al., 2010; Soto, 2010). Se han 

encontrado pérdidas en el contenido de elagitaninos en jugo de mora clarificado y no 

clarificado de un 82 % y 70 %, respectivamente (Hager et al., 2010). Soto (2010), reportó 

que el porcentaje de extracción de elagitaninos enjugo de mora fue de 7,6-18 % para jugos 

con bajo contenido de sólidos insolubles -obtenidos mediante extracción con prensa 

hidráulica-, y de 36-45 % para jugos pulposos -extracción con prensa de tornillo sin fin-. 

El estudio realizado por Soto (2010) también encontró que las antocianinas son extraídas 

en mayor porcentaje que los elagitaninos, durante la obtención de jugo de mora mediante 

diferentes tratamientos físicos y enzimáticos. Esto podría indicar que los elagitaninos están 

más asociados con la fibra de la mora, por lo que se deben buscar alternativas innovadoras 

para aprovechar el residuo generado durante la extracción de jugo de mora, el cual retiene 

un alto contenido de compuestos polifenólicos (55 %-92,4 % de retención de ETs). 

Durante el proceso de elaboración de una bebida de mora (Rubus adenotrichos), pueden 

presentarse pérdidas de elagitaninos durante las etapas de escaldado y pasteurización 
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(Gancel et al., 2011). Según estos autores, después del escaldado de mora se presentó una 

reducción del contenido de lambertianina C y sanguiína H-6 en casi un 20 %; asimismo, la 

remoción de semillas y partículas gruesas durante el despulpado provocó un descenso de 

un 10 % y 13 % en estos compuestos, respectivamente (ver Figura 1). Además, después de 

la pasteurización y del llenado en caliente se dieron pérdidas adicionales de hasta 59 % 

para lambertianina C y 17 % para sanguiína H-6. El proceso total para obtener la bebida a 

base de mora provocó una reducción de lambertianina C y sanguiína H-6 de 

aproximadamente 80 % y 50 %, respectivamente, con respecto al contenido de estos 

compuestos en la materia prima inicial. Finalmente, durante el almacenamiento del 

producto (35 días, 5 ºC) ocurre una disminución de estos compuestos en un 30 % y 25 %, 

respectivamente (ver Figura 1); esto significa que la bebida de mora, al final de la vida útil, 

tendrá una pérdida de 86 % de lambertianina C y 62,5 % de sanguiína H-6 con respecto a 

la materia prima (mora fresca). 
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Figura 1. Impacto del procesamiento para la elaboración de una bebida de mora sobre el 
contenido de elagi taninos: a) lambertianina C; b) sanguiína H-6. Barras con letras 
diferentes son significativamente diferentes (a=o,05). E+ D=escaldado y despulpado; 
F=formulación (agua, ácidos, azúcar); P+ LC=pasteurización y llenado en caliente; 
A=almacenamiento (35 días a 5 ºC) (adaptado de Gancel et al., 2011). 

3.2 Elagitaninos 

Los taninos pueden ser definidos como compuestos fenólicos hidrosolubles, que tienen 

pesos moleculares entre 500 y 3 ooo Da. Contienen suficientes grupos hidroxilos que 
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permiten la formación de enlaces estables con proteínas. Debido a estos enlaces con 

proteínas, los alimentos ricos en taninos presentan características astringentes (Bakkalba§i 

et al., 2009). 

Los taninos se encuentran divididos en dos grupos: los taninos condensados y los 

hidrolizables. Estos últimos son hidrolizados por ácidos, bases, agua caliente o ciertas 

enzimas (tanasas) (Khanbabaee & Van Ree, 2001). A su vez, esta clase de taninos se divide 

en dos subclases: los galotaninos y los elagitaninos (ETs). A diferencia de la limitada 

distribución de los galotaninos en la naturaleza, los ETs son constituyentes típicos de 

muchas familias de plantas (Niemetz & Gross, 2005). Por otra parte, los taninos 

condensados, que son mezclas de flavanoles oligoméricos y poliméricos (ejemplo, 

catequinas), son químicamente más inestables y heterogéneos. 

3.2.1 Estructura química y biodisponibilidad 

Propiedades físico-químicas , 

Los elagitaninos son compuestos polifenólicos, que contienen una o más fracciones de 

grupos hexahidroxidifenoil (HHDP) esterificados a un poliol (la mayoría de las veces P-D­

glucosa) (Bakkalba§i et al., 2009) como se observa en la Figura 2.a. Las unidades de HHDP 

están constituidas por un acoplamiento biarilo oxidativo (C-0) entre residuos galoil 

orientados convenientemente (Khanbabaee & Van Ree, 2001). 

Las estructuras de los ETs varían desde simples monoésteres a poliésteres complejos y 

tienen un espectro UV característico de máxima absorción cercano a 280 nm (Aaby et al., 

2007). Los ETs son generalmente lábiles, y sufren reacciones de hidrólisis y de 

polimerización. En la hidrólisis de los ETs con ácidos o bases, los enlaces éster son 

hidrolizados y los grupos HHDP (Figura 2.b) espontáneamente se reacomodan en ácido 

elágico (AE) el cual tiene una baja solubilidad en agua (Grudhéifer et al., 2001). El AE 

(Figura 2.c) es un dímero derivado del ácido gálico, y está presente en la vacuola de la 

planta en su forma libre como AE, como derivados de AE, o como elagitaninos solubles en 

agua. Por otra parte, los ETs, durante el procesamiento de alimentos, pueden cambiar a AE 

en forma libre o derivados del AE (Quideau & Feldman, 1996). 
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Figura 2. Estructura química de elagitaninos: a) elagitanino; b) HHDP (PM= 338,22 
g·mol-1); c) ácido elágico (PM= 302,2 g·mol-1). 
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Estudios de diferentes familias de plantas han identificado más de 500 elagitaninos con 

diversas estructuras. La variación estructural entre monómeros surge principalmente de la 

modificación metabólica de las unidades de HHDP, así como del número y la ubicación de 

los grupos polifenólicos en una molécula (Yoshida et al., 2009). La variedad estructural de 

los metabolitos del grupo HHDP lleva a la formación de muchos subgrupos que componen 

la familia de los elagitaninos, incluyendo los dehidroelagitaninos, dehidroelagitaninos 

modificados, elagitaninos C-glicosídicos, y taninos complejos. Además, el acoplamiento 

oxidativo intermolecular C-0 entre el grupo HHDP en un monómero de elagitanino y el 

grupo galoil en otro monómero, produce variaciones estructurales adicionales que 

conducen a un gran número de compuestos de ETs oligoméricos (Quideau & Feldman, 

1996; Yoshida et al., 2010). 
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Biodisponibilidad 

Se ha estudiado el metabolismo y la absorción de los ETs, en ensayos con ratones de 

laboratorio y cerdos ibéricos, con el fin de elucidar el mecanismo de las reacciones 

metabólicas que sufren estos compuestos dentro del cuerpo humano. Durante el consumo 

de alimentos que contienen ETs, estos se hidrolizan y liberan AE; sin embargo, son de 

particular importancia en el colon los metabolitos microbianos como las urolitinas, las 

cuales son formadas por acción de la microbiota intestinal (Figura 3) (Cerdá et al., 2005; 

Seeram et al., 2007; Selma et al., 2009), principalmente del género Eubacterium y 

Clostridium (Selma et al., 2009). 

INTESTINO DELGADO 

ESTÓMAGO 

8 
,._, ... ··¡tldrólisisdeETs 

º" º" (pH) 
1 1 

·~0 nº" º e ~ ~O OH 

HO 0HH0 OH *Y 
........... HO(/" - OH 

Reacomodo ""-. _ ~ /¡ 
espontáneo 110 o-{_ 

o 

ET AE 

~;v;d•d ,.,;o,;d•nto 

U-D U-C 

Figura 3. Biodisponibilidad de ETs, ácido elágico y los metabolitos generados por la 
microbiota. SH-6= sanguiína H-6; AE= ácido elágico; HHDP= ácido hexahidroxi­
difenólico; El= estructura intermedia; U-A, U-B, U-C y U-D= urolitinas A, B, C y D. 

González-Barrio et al. (2011) sugieren que la microbiota involucrada en el metabolismo de 

los ETs produce dehidroxilasas y descarboxilasas para remover grupos hidroxilos 



17 

específicos del ácido elágico. De esta forma, la flora intestinal metaboliza el AE 

secuencialmente para producir los metabolitos tetrahidroxi- (urolitina D), trihidroxi­

(urolitina C), dihidroxi- (urolitina A) y monohidroxi- (urolitina B) dibenzopiran-6-ona, los 

cuales son absorbidos preferiblemente cuando su liposolubilidad aumenta (ver Figura 3). 

3.2.2 Fuentes de elagitaninos en la dieta 

Principales fuentes de elagitaninos en la dieta 

Los ETs están presentes en muchas familias de plantas, se encuentran en árboles (roble, 

castaño), frutas y nueces (Koponen et al., 2007; Bakkalba§i et al., 2009). Se ha encontrado 

que altas concentraciones de ETs se localizan principalmente en la cáscara o corteza y 

semillas de las frutas, aunque también, se pueden encontrar en el receptáculo, y sólo en 

algunas se encuentran en la parte pulposa (Hager et al., 2008b; Arranz et al., 2009; 

Bakkalba§i et al., 2009). Dentro de las frutas, los ETs están de forma abundante en los 

frutos tipo baya (fresa, mora, framb,uesa); estos frutos son ampliamente consumidos en 

forma fresca, así como en productos alimenticios como jugos, conservas, jaleas, 

mermeladas, vinos, yogurts y helados. La sanguiína H-6 (se compone de cuatro HHDP, dos 

unidades galoil y dos glucósidos) es el principal elagitanino en las bayas y sus productos 

(Bakkalba§i et al., 2009). Sin embargo, los ETs también se encuentran en la granada real, 

uva muscadina, nuez de nogal y vino añejado. La presencia de estos compuestos en el vino 

se debe a que una importante cantidad de polifenoles se extraen de la madera de roble de 

los barriles, que entra en contacto con el vino durante la etapa de añejamiento (Alañón et 

al., 2011). 

Localización en la matriz de alimentos 

Los elagitaninos pueden estar presentes de diferentes formas, en la microestructura de los 

alimentos, como se muestra en la Figura 4. En cuanto a la localización de estos compuestos 

en los alimentos se pueden clasificar básicamente en las siguientes categorías: 

l. Compuestos de bajo peso molecular, que están libres y no tienen interacciones 

químicas o físicas con otras macromoléculas (Figura 4.a). 

2. Compuestos que están físicamente atrapados dentro de diferentes estructuras 

celulares (Figura 4.b). 
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3. Compuestos de bajo peso molecular, los cuales están químicamente unidos a otras 

macromoléculas (Figura 4.c). 

4. Compuestos insolubles (usualmente de alto peso molecular) (Figura 4.d). 
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Figura 4. Posibles formas y localizaciones de elagitaninos en la microestructura de los 

alimentos (adaptado de Gi::ikmen et al., 2009). 

3.2.3 Elagitaninos en mora 

En la mora, los ETs se encuentran predominantemente en las semillas (Hager et al., 2010). 

Las moras o zarzamoras contienen una mezcla compleja de elagitaninos que varían en peso 

molecular desde 302,2 g·mol-1 (ácido elágico) hasta 3738,8 g·mol-1 (lambertianina D) 

(Hager et al., 2008b; Gasperotti et al., 2010). Según Mertz et al. (2007), en la mora (Rubus 

adenotrichos y Rubus glaucus), la sanguiína H-6 y la lambertianina C (se compone de seis 

HHDP, tres unidades galoil y tres glucósidos) son los principales ETs. La lambertianina C 

es uno de los compuestos de alta masa indentificados en la mora, cuyo peso molecular es 

de 2804,2 Da; por otra parte la sanguiína H-6 tiene un peso de 1870,2 g·mol-1 • Mertz et al. 

(2007) encontraron en R. adenotrichos y R. glaucus un contenido de lambertianina C de 

\ 
1 

1 
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598 y 520 mg·lOO g-1 BS, respectivamente; asimismo, encontraron que la concentración de 

sanguiína H-6 era de 420 y 2450 mg·lOO g-1 BS, respectivamente. Las estructuras de estos 

compuestos se muestran en las Figuras 5 y 6. 
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Figura 5. Estructura química de la sanguiína H-6 (PM= 1870,2 g·mol-1). 
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Figura 6. Estructura química de la lambertianina C (PM= 2804,2 g·mol-1) . 
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3.2.4 Propiedades con efectos beneficiosos para la salud 

Al igual que otros polifenoles, los ETs, el AE y sus metabolitos derivados, poseen una 

amplia gama de actividades biológicas con efectos benefiCiosos para la salud humana. 

Estos compuestos tienen funciones antioxidantes, anticancerígenas, antiinflamatorias y 

antiaterogénicas, entre otras. 

Actividad antioxidante 

La capacidad antioxidante de los ETs, AE y las urolitinas está directamente correlacionada 

con su grado de hidroxilación y disminuye con la presencia de fracciones de azúcares 

(Landete, 2011). Se podría decir, que la capacidad antioxidante disminuye al aumentar la 

liposolubilidad del compuesto derivado de los ETs (Figura 3, sección 3.2.1). Se ha 

encontrado que extractos de semilla de mora (Rubus fruticosus L.) y compuestos 

polifenolicos, aislados a partir de estas semíllas. Oambertianina C, sanguiína H-6 y ácido 4-

a-L-arabinofuranosilelágico), mostraron un efecto protector sobre linfocitos de ADN de 

humanos debido a su capacidad antióxidante (Godevac et al., 2011). 

Actividad anticancerígena 

Durante la ingesta de alimentos ricos en ETs, estos compuestos se hidrolizan y liberan AE; 

sin embargo, son de particular importancia en el colon los metabolitos microbianos como 

la urolitina A, la cual es formada por acción de la microbiota intestinal. Estudios revelan 

que se da una alta disposición de urolitina en tejidos de la prostáta, intestinos y del colon 

de ratones (Larrosa et al., 2006; Seeram et al., 2007). Sharma et al. (2010) encontraron 

que extractos de frutas (fresa, Fragaria anassa; mora india, Eugeniajambolana; granada 

real, Punica granatum), ricos en ETs, inhibieron la vía de señalización de Wnt (red de 

proteínas involucradas en la carcinogénesis del colon humano), lo que sugiere que 

alimentos ricos en ETs tienen un potencial contra el cáncer de colon y que las urolitinas 

son compuestos bioactivos importantes en el colon. 

Seeram et al. (2006) evaluaron la habilidad de 6 extractos ricos en ETs, obtenidos de 

frutos tipo baya (frambuesa roja y negra, arándano azul y rojo, mora y fresa), para inhibir 

el crecimiento de varias líneas de células humanas causantes de tumores a nivel de 

próstata (LNCaP), seno (MCF-7), colon (HT-29, HCT 116) y boca (KB, CAL-27). Estos 
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autores observaron que, al aumentar la concentración de los extractos se aumentaba la 

inhibición de la proliferación celular en todas las líneas de células. Además, se ha 

encontrado que extractos de frutos tipo baya, especialmente de la familia Rubus 

(frambuesa, Rubus idaeus; zarzamora ártica, Rubus articus; mora de pantanos, Rubus 

chamaemorus), y también fresa y arándano rojo (Vaccinium vitis-idaea), fueron efectivos 

en prevenir la proliferación in vitro de células humanas causantes de cáncer cervical y de 

colon (McDougall et al., 2008). 

Actividad antiinfiamatoria 

El AE tiene propiedades antiinflamatorias, debido a su regulación sobre mediadores 

inflamatorios como la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS), la ciclo-oxigenasa-2 (COX-2), 

el factor-a de necrosis tumoral (TNF-a) y la interleucina 6 (IL-6), esto debido a que causó 

una represión de la NF-KB (promotor de la génesis tumoral que regula las citocinas 

proinflamatorias, quimiocinas, proteínas antiapoptóticas y factores de crecimiento) 

(Umesalma & Sudhandiran, 2010). Por otra parte, la U-A disminuyó los marcadores 

inflamatorios en la mucosa colónica de ratones modelo con colitis, incluyendo la iNOS, la 

COX-2, la prostaglandina E sintetasa y la prostaglandina E2 (Larrosa et al., 2010). 

Actividad antiaterogénica 

Aviram et al. (2008) analizaron las propiedades antiaterogénicas in vivo (ratones de 

laboratorio) e in vitro (cultivos de macrófagos y lipoproteínas), así como los mecanismos 

de acción del jugo de granada real y de extractos aislados de todas las partes de esta fruta: 

cáscara, semillas, flores y arilos (cobertura carnosa de las semillas de ciertas frutas). Estos 

autores reportaron que todos los extractos presentaron propiedades antioxidantes in vitro. 

Además, después del consumo del jugo de granada, y de los extractos de cáscara, arilos y 

flores, se presentó una disminución significativa en el área de la lesión ateroesclerótica en 

un 44 %, 39 %, 6 % y 70 %, respectivamente, en los ratones con deficiencia de 

apolipoproteína (esta deficiencia hace que los ratones desarrollen lesiones 

ateroescleróticas que se asemejan a las de humanos). El mayor efecto, obtenido del jugo de 

granada real, podría ser atribuido a los taninos hidrolizados (incluyendo elagitaninos 

oligoméricos, y otros compuestos fenólicos como punicalagina, punicalina, ácido elágico y 

ácido gálico) y a los azúcares complejos (Aviram et al., 2008). 
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El consumo de jugo de mora (Rubus adenotrichos), con un alto contenido de antocianinas 

y elagitaninos, evidenció un efecto significativo sobre algunos indicadores de salud 

específicos en sujetos sanos, los cuales fueron sometidos a una dieta rica en carbohidratos 

y grasas(> 4000 kcaljdía) (Rojas et al., 2009). Este estudio arrojó que, después de la dieta 

de reto, el colesterol total, colesterol-LDL/HDL no fueron significativamente diferentes 

(p>o,05) entre el grupo que consumió jugo de mora y el que consumió una bebida baja en 

antioxidantes (grupo control). Sin embargo, sí se observaron diferencias significativas para 

los triglicéridos (p=o,003) y para las actividades enzimáticas superóxido dismutasa 

(p=o,001) y catalasa (p=o,013) -actividades enzimáticas indicadoras de estrés oxidativo-. 

Todos los valores fueron menores en el grupo que consumió jugo de mora, en un 20 %, 27 

% y 36 %, respectivamente (Rojas et al., 2009). Un resumen de las propiedades de los ETs 

con efectos beneficiosos para la salud se observan en el Cuadro II. 

Cuadro 11. Efectos biológicos beneficiosos para la salud de los ETs, AE y sus metabolitos 
derivados. 

Propiedades beneficiosas 

Actividad antioxidante 

Fuente 

Granada real 

Autor 

Seeram et al. (2005); Mertens-Talcott et 
al. (2006); Heber et al. (2007); Bianloska 
et al. (2009a) 

Frambuesa Zafrilla et al. (2001); Mullen et al. (2002) ----------------------------------------------------------------------A,~raiñ-ei á-1:-c20ü-s);-Roseñlifai et ac-----· 
Granada real (2006) 

Actividad antiaterogénica 

Actividad anticancerígena 

Mora 

Granada real 

Frambuesa, arándano, mora y 
fresa 

Rojas et al. (2009) 

Maliketal. (2005);Adamsetal. (2006); 
Larrosa et al. (2006); Seeram et al. 
(2007); Heber (2008); Dai et al. (2010) 
Seeram et al. (2006); McDougall et al. 
(2008) 

Fresa, mora india, granada real Sharma et al. (2010) 

Geranium thunbergii Ishimoto et al. (2011) 
Actividad antiinflamatoria Granada real Larrosa et al. (2010) 

Ácido elágico Umesalma & Sudhandiran (2010) · ·------------- -- ----------------- -~~-~~<l~ ~~i ___ -- ----- ------------ -R.e<lciy-eiar-c200-7);-BlaióñSI<a-ei ar --------

A · ·d d · · b" (2009a) ctIVI a antim1cro 1ana c·tu 1 d ;¡; Ci 
z s a anyer, tus B ·, e t l' t 1 ( ) -1;¡; r arra1on- a a an e a . 2010 

----- --- --- --- -- - -- --- - ------- -- - - P.f!F_l_ 1¡~!1:1.:5_ -------- ------- -------- -------- ------------ ------- -- ----------------. 
Efecto probiótico Granada real ~~~;~)ska et al. (2009b); Bialonska et al. 
-:EsffñiüfáC16ñ-aé-blüsíñie81s<le-- -------------- ---- -- -.- -- --------- --- ---------------------------------------------· 
colá eno Phyllantus muellerzanus Agyare et al. (2011) _____ g __________________________________________________________ _______________ _______ _____________________________ . 

Efecto antimalaria Granada real Dell'Agli et al. (2010) 
~;~~~~ -;~ti,i-;;1- ------------------~~b1-~ -----------------------------vlflieiñióva-ei: a1:-(2üiia); vlflieiñióva-ei:- --· 

al. (2011b) 
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3.3 Residuo de mora como subproducto de gran interés 

Durante el procesamiento de frutas, para la obtención de jugos, purés y vinos, la parte 

comestible o "carnosa" del fruto es la que se extrae, y se genera un subproducto importante 

en las diferentes etapas del proceso. Este subproducto es un residuo formado 

principalmente por semillas y componentes gruesos insolubles provenientes de la cáscara 

del fruto, los cuales son ricos en polisacáridos parietales (pectina, celulosa, hemicelulosa y 

lignina). Proporciones, considerablemente elevadas, de subproductos surgen del 

procesamiento de frutas tropicales y subtropicales. Debido al aumento de la producción, la 

eliminación de estos residuos representa un problema en crecimiento, ya que el material 

vegetal por lo general es propenso al deterioro microbiológico, lo que limita su explotación. 

Por otro lado, los costos de secado, almacenamiento y transporte de estos subproductos 

son factores económicos limitantes (Schieber et al., 2001). De esta forma, los residuos 

agroindustriales se utilizan a menudo como alimento animal o como fertilizante. 

El problema del manejo, tratamiento'º eliminación de los subproductos se ve agravado por 

restricciones legales. Según la Ley para Gestión Integral de Residuos (Nº 15.897), emitida 

en el 2010 por la Asamblea Legislativa de Costa Rica, se debe fomentar el desarrollo de 

mercados de subproductos, materiales valorizables y productos reciclados, reciclables y 

biodegradables, entre otros; en forma tal, que se generen nuevas fuentes de empleo y 

emprendimientos, se aumente la competitividad y se aprovechen los recursos para 

incrementar el valor agregado a la producción nacional (Asamblea Legislativa de Costa 

Rica, 2010 ). Esto implica una corresponsabilidad social que requiere la participación 

conjunta de todos los productores, importadores, distribuidores, consumidores y gestores 

de residuos, tanto públicos como privados. Por lo tanto, la utilización eficiente, económica 

y amigable con el ambiente de estos materiales es cada vez más importante. 

Entre las frutas, vegetales y diferentes hierbas, los residuos agroindustriales son fuentes 

atractivas de antioxidantes naturales (Maure et al., 2001; Schieber et al., 2001; Ignat et al. , 

2011). Estos subproductos, que quedan después del procesamiento de frutas y vegetales, 

todavía contienen un gran cantidad de compuestos fenólicos. Diversos estudios ya se han 

realizado para evaluar estos subproductos como fuentes potenciales de antioxidantes. El 

contenido de compuestos polifenólicos de varios subproductos agroindustriales se ilustra 

en el Cuadro 111. 
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Cuadro 111. Compuestos fenólicos presentes en diferentes subproductos agroindustriales. 

subproducto 

Residuo grueso 
demora 

Residuo de 
cáscara de uva 

Semilla de uva 

Cáscara de 
granada real 

Cáscara de 
manzana 

Residuo de 
manzana 

Proceso Compuestos fenólicos industrial 
Lambertianina e 

Elaboración de Sanguiína H-6 
pulpa de mora Cianidina-3-glucósido 

Cianidina-3-malonilglucósido 

Polifenoles totales 

Elaboración de Antocianinas monoméricas 

vino Flavanoles totales 

Elaboración de 
vmo 

Proantocianidinas extraíbles 

Flavanoles totales 

Proantocianidinas 

Polifenoles totales 

Elaboración de Flavonoides totales 
jugo de granada 
real Taninos hidrolizables 

Taninos condensados 

Elaboración de Polifenoles totales 
puré y 
conservas de 
manzana 

Elaboración de 
cidra 

Flavonoides 

Antocianinas 

Polifenoles totales 

Ácido clorogénico 

Hiperina 

Epicatequina 

Procianidina B2 

Niveles 

62,3 mg AE/100 BH 

49,1 mg AE/100 BH 

41,3 mg C3G/100 BH 

3.49 mg C3G/100 g BH 

11,6±1,0 - 26,7±1,8 mg AGE/g BS 

0,29±0,01- 1,42±0,14 mg M3G/g BS 

31,0±1,7 - 61,2±5,0 mg CTE/g BS 

8,0±1,3 - 24,1±3,8 mg/g BS 

4134±839 - 5679±665 mg CTE/100 g BS 

303,5±47,0 - 604,5±55,3 mg CE/100 g BS . 

264,3±14,7mg ATE/g BS 

13,0±0,3 mg CTE/g BS 

262,7±11,5mg ATE/g BS 

9,5±0,9 mg CTE/g BS 

3342±12 mg AGE/100 g BS 

2299±52 mg CTE/100 g BS 

169,7±1,6 mg C3G/100 g BS 

1045,9 - 4418,9 mg AGE/ LBS 

96,1 - 602,4 mg/ kg BS 

112,6 - 232,0 mgQE/ kg BS 

167,5 mg/kg BS 

92,1 - 287,1 mg EPE/ kg BS 

Referencia 

Gancel et al. 
(2011) 

Deng et al. 
(2011) 

Karvela et 
al. (2009) 

<;am & Hisil 
(2010) 

Wolfe & Liu 
(2003) 

Diñeiro 
García et al. 
(2009) 

R~~r~!é~~~ ----~;~~~~~~;~~-~~ ---P~IÍf~~~l~~ ~~~~l~~- --------------- ;~,;~-~~,-;;~-1~~:~~~~:;~-~~ ~¿;;¡~~-~~-~~- -- -¡~ -- -~~---~-l~. 
~~~i~~é~:--- -- jugos de cítricos -P~IÍf~~~l~ ~~~~l~~-- --- --- ------ ---;~,~-~~~:1-; ~ ;;,~-~~~:~~-~~ ~~~/~~-~~-~~- -- (2006) 
_________ _ '.)'_ ______________________ _____ ______________ __ ______ _______________________________ ________________ _________ _____ __ _______ _ 

Procesamiento 
Residuos sólidos de cebolla en un Polifenoles totales 
de cebolla centro de 

comidas 

9342±1435mg AGE/100 g BS Kiassos et 
al. (2009) 

. --- -- ---------- -- --E¡·¡;----~;··a.· -----------------------. ------------------ -----------------------------------------sün-- ------ --· 
Cáscara de kiwi . ª d.~ªkjºl! e Polifenoles totales 0,55±0,04 - 1,54±0,15 mg CTE/g BH Waterhouse 

·----- -- -- ---- ---- __ J_~~~- -----~- ------- ---- ----------------------------------- ------- ------- ---- ----- ------- -------- _e_t (_l_l, {~_Q99)_. 
Residuo de Ela~oración de Polifenoles totales 324,84±33,49 mg AGE/ 100 g BH Kong et al. 

b pure de ( ) 
-~~~-~ -~---- - __ ____ )?~.<l_~~~_a ___ ___ --- _ _r:~~~?~~i-~~-t-~~~l_e:s_ ----- ------- - ------- ~-1~_,:~~-1~_,??_~~~~ :?_~?-~~ ----- -- ----~~~~-- ---... 

Pulpa de café Elaboración de 
café 

Proantocianidinas 20,1±0,7 mg/g BS 

Ácido cafeoilquínico 

Flavonoles 

11,8±0,01 mg/g BS 

0,6±0,02 mg/g BS 
Antocianidinas 0,4±0,22 mg/g BS 

Ramirez­
Coronel et 
al. (2004) 

AE= ácido elágico. AGE= ácido gálico equivalentes. ATE= ácido tánico equivalente. BS= base seca. BH= base húmeda. C3G= 
cianidina-3-glucósido. CE= cianidina equivalente. CTE= catequina equivalente. EPE= epicatequina equivalente. M3G= 
malvidina-3-glucósido. QE= quercetina equivalente. RE= rutina equivalente. 
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Una amplia gama de productos alimentarios y no alimentarios pueden ser recuperados del 

residuo de estas frutas. Así pues, la utilización eficiente de estos materiales es cada vez más 

importante, lo que conlleva beneficios económicos y una disminución en el impacto 

ambiental (Zhao, 2007). Por esta razón, es de gran importancia buscar alternativas 

innovadoras para aprovechar el residuo generado durante el procesamiento de mora, 

subproducto que retiene un alto contenido de compuestos polifenólicos. 

3.3.1 Extracción de antocianinas 

Una de las aplicaciones más importantes del procesamiento de residuos de frutos tipo 

baya, es la extracción y recuperación de pigmentos y compuestos polifenólicos. Las 

antocianinas (ATCs) son pigmentos naturales que pertenecen a la familia de los 

flavonoides y están ampliamente distribuidos en frutas y especialmente en las bayas 

(Talavéra et al., 2005; Wu & Prior, 2005; Cisse et al., 2009). Son los pigmentos más 

importantes de las plantas vasculares, responsables de colores naranja, rosa, rojo, violeta y 

azul en las flores y frutos de algunas plantas. Estos compuestos no son tóxicos y son de 

fácil incorporación en un medio acuoso, lo que los hace de interés como colorantes 

hidrosolubles (Castañeda-Obando et al., 2009). 

Las ATCs son hidrosolubles y, en la mora y en otras bayas, exhiben un intenso color rojo 

solo en un rango limitado de pH entre 1 y 3. Estos compuestos son permitidos como 

colorantes naturales en alimentos, tales como bebidas, mermeladas y jaleas, helados, 

pasteles, y productos de confitería (Zhao, 2007). Además, están implicadas en muchas 

actividades biológicas que pueden reducir el riesgo de enfermedad coronaria, inhibir la 

agregación plaquetaria, y prevenir la disfunción endotelial y la insuficiencia vascular. 

Además, los extractos de antocianinas provenientes de varias especies de mora podrían 

ejercer actividades anti cancerígenas in vitro, reducir la inflamación y también modular la 

respuesta inmune (Dai et al., 2009). 

La extracción con solventes orgánicos ha sido el método más común para extracción de 

diversos compuestos, incluidos flavonoides. Los compuestos fenólicos son extraídos a 

partir de frutas secadas, liofilizadas o molidas, o por prensado de las frutas frescas con la 

posterior extracción con solventes (Castañeda-Obando et al., 2009). Las antocianinas son 

moléculas polares, por lo que los solventes comunes más utilizados en las extracciones son 
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mezclas acuosas de etanol, metanol o acetona. Estas metodologías implican la co­

extracción de otros compuestos no fenólicos como azúcares, ácidos orgánicos y proteínas, 

por lo que se requiere un proceso posterior de purificación (por ejemplo, extracción en fase 

sólida). Se utilizan metanol acidificado o etanol como extractantes, siendo el metanol el 

más eficiente; sin embargo, el etanol es preferido dada la toxicidad del metanol 

(Kapasakalidis et al., 2006). 

3.3.2 Extracción de elagitaninos 

El estudio realizado por Soto (2010) encontró que las antocianinas son extraídas en mayor 

porcentaje que los elagitaninos, durante la extracción de jugo de mora mediante diferentes 

tratamientos físicos y enzimáticos. Esto podría indicar que los elagitaninos están más 

asociados a la fibra de la mora. Por lo cual se deben buscar alternativas innovadoras para 

aprovechar el residuo generado durante la extracción de jugo de mora, el cual retiene un 

alto contenido de compuestos polifenólicos como se observa en la Figura 7. 

También, se ha encontrado que la uva muscadina (Vitis rotundifolia) tiene un gran 

contenido de elagitaninos y ácido elágico tanto en las semillas como en la cácara o piel del 

fruto (Bakkalba§i et al., 2009). El estudio realizado por Kapasakalidis et al. (2006) 

encontró que durante el procesamiento de jugo de grosella negra se liberan eficientemente 

las antocianinas al jugo; sin embargo, una cantidad considerable de polifenoles quedan 

retenidos o asociados a los polisacáridos parietales que están presentes en el residuo. La 

cáscara y semillas de la granada real (Punica granatum L.) son también una fuente rica de 

elagitaninos (principalmente punicalina), y en los jugos comerciales de esta fruta estos 

elagitaninos son extraídos de la cáscara o piel en cantidades significantes al jugo, esto 

debido a sus propiedades hidrofílicas (Seeram et al., 2005; He et al., 2010). 

Los estudios realizados por Hager et al. (2010) y Gancel et al. (2011) encontraron que 

durante la elaboración de jugo de mora, gran porcentanje de elagitaninos quedan retenidos 

en la parte fibrosa y en las semillas, las cuales son removidas para obtener el jugo. Esto 

indica que el residuo de mora y principalmente las semillas constituyen una fuente 

importante de elagitaninos, por lo cual podrían resultar valiosas materias primas para 

aplicaciones alimentarias y nutracéuticas. 
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*Hay diferencias significativas con respecto a la materia prima (t-Student, p<o,05). Datos son reportados como 
promedio (n=3). Para los jugos y pulpas, barras con letras diferentes (a, b, c) son significativamente diferentes, 
y para los residuos y tortas, barras con letras diferentes (x, y, z) son significativamente diferentes (Tukey, 
p<o,05). 

Figura 7. Balance de masas (base seca) del contenido de elagitaninos del jugo/pulpa de 
mora más el residuo/torta de mora, obtenidos de los diferentes tratamientos: D) 
Despulpado; PD) Prensado discontinuo; PD+ TE) Prensado discontinuo + trat. enzimático 
previo; PC) Prensado continuo; PC+TE) Prensado continuo + trat. enzimático previo 
(Fuente: Soto, 2010). 

3.4 Extracción de compuestos fenólicos 

3.4.1 Extracción sólido-solvente 

La extracción es un proceso de separación, ampliamente utilizado en la industria de 

alimentos para diversas aplicaciones, y puede ser un paso fundamental en el 

procesamiento de muchos productos alimenticios (ejemplo, azúcares, aceites comestibles, 

etc.). También, el proceso de extracción puede ser utilizado para la recuperación de 

compuestos activos o para la eliminación de componentes no deseados a partir de una 

materia prima; además, componentes importantes pueden ser separados de productos 

naturales con muchas aplicaciones para la industria alimentaria (aromas, antioxidantes, 

etc.) (Tzia, 2003). 
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Las técnicas clásicas de extracción sólido-solvente, para la obtención de compuestos 

nutracéuticos a partir de matrices vegetales, se basan en la elección del disolvente acoplado 

al uso de calor y/o agitación. Dentro de las técnicas clásicas de extracción sólido-solvente, 

para extraer estos compuestos, se encuentran la maceraeión, extracción Soxhlet y la 

hidrodestilación. La maceración es un método de extracción simple y barato, en el cual el 

sólido (materiales vegetales) se sumerge en un solvente (ejemplo, agua caliente) con el fin 

de causar una ruptura en la membrana celular y liberar los compuestos al solvente. El 

residuo sólido es después filtrado para separarlo de la fase líquida (solvente y extracto). 

Luego el extracto es generalmente separado del solvente por evaporación (Wang, 2011). 

El objetivo de la extracción de compuestos fenólicos es concentrar estos antioxidantes 

obtenidos de las materias primas (principalmente frutas y vegetales), separarlos de otras 

sustancias orgánicas e inorgánicas para que el producto de la extracción pueda ser añadido 

a productos alimenticios o nutraceúticos en cantidades más pequeñas (Oreopoulou, 2003). 

Durante la extracción de compuestos fenólicos hay que estudiar y tomar en cuenta varios 

factores tales como la temperatura, ~l tiempo de extracción, y la proporción de solvente y 

sólido, además, de otros como agitación ultrasónica, remojo, pH y tipo de agitación 

mecánica. Sin embargo, los tres primeros son los que tienen la mayor influencia sobre las 

variables respuestas. La temperatura, el tiempo de extracción y la proporción o cantidad de 

solvente añadida son fácilmente aplicables, controlables y se pueden modificar, tanto a 

nivel de laboratorio como en la industria C<;am & Aaby, 2010). 

3.4.2 Solvente 

El solvente utilizado para la extracción es uno de los factores de mayor importancia para la 

recuperación de los compuestos antioxidantes de interés, además de la coextracción de 

sustancias no deseables, y para el rendimiento del proceso. En los procesos de extracción, a 

partir de matrices de alimentos, usualmente se utilizan solventes orgánicos. El agua ha 

sido utilizada en menor grado, principalmente para la extracción de antioxidantes de té y 

para la recuperación de aceites esenciales a través de destilación con vapor. Usualmente, el 

agua es usada en mezclas con alcoholes (Oreopoulou, 2003). 

Antes de tomar una decisión final sobre la elección de un proceso de extracción se deben 

tomar en cuenta ciertos factores como aspectos del proceso de extracción en materia de 
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seguridad, efectos de los solventes sobre los operadores así como en el medio ambiente, 

límites residuales de los solventes utilizados, el reciclaje y la sostenibilidad económica. La 

extracción, con agua, de analitos orgánicos de matrices alimenticias tiene grandes ventajas. 

El agua, como solvente de extracción, es muy superior a los disolventes orgánicos en 

términos de medio ambiente y ventajas para la salud, accesibilidad y precio C<;am & Aaby, 

2010 ). El contenido de agua en los extractos es muy importante, ya que los extractos 

necesitan ser procesados en una forma adecuada para su subsecuente aplicación y/ o 

almacenamiento (<;am & Aaby, 2010). Cada cantidad de agua añadida resultaría en un 

incremento en costos de energía y carga de trabajo; por consiguiente, es importante 

realizar la extracción con la menor cantidad de agua posible. 

Después del proceso de extracción con agua, los extractos pueden ser manejados con 

mayor facilidad que los extractos obtenidos por disolventes orgánicos, que requieren de un 

proceso adicional de evaporación para eliminar los disolventes orgánicos. La sencillez, 

aplicabilidad y el costo del procedimiento de extracción con agua sugieren su potencial uso 

en todas las áreas de gestión de los re~iduos de alimentos (<;am &Aaby, 2010). 

Según Aguilera (2003), la selección del solvente debe basarse en varias propiedades: 

l. Solubilidad del compuesto específico (o compuestos) en el solvente. 

2. Recuperación, ya que el solvente se reutiliza en las posteriores extracciones. Si la 

destilación o evaporación es utilizada, el solvente no debería formar azeotropos y el 

calor latente de vaporización debe ser pequeño. 

3. La tensión interfacial y viscosidad. El solvente debe ser capaz de cubrir y humectar 

la matriz sólida y su viscosidad debe ser lo suficientemente baja de modo que pueda 

fluir fácilmente. La humectabilidad es también importante si el solvente debe 

penetrar a través de los poros y capilares de la matriz. 

4. Idealmente, el solvente debe ser no tóxico, estable, no reactivo, no inflamable y 

seguro para el medio ambiente, y también barato. 
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3.4.3 Tratamientos enzimáticos 

Diversas investigaciones han demostrado la capacidad de los tratamientos enzimáticos 

para aumentar la extracción de jugo en frutas tipo baya, y también mejorar la liberación de 

compuestos fenólicos de las paredes celulares (Buchert et al., 2005; Puupponen-Pimüi et 

al., 2008). Estudios realizados por Bagger-J0rgensen y Meyer (2004) indicaron que hay 

una correlación positiva entre el grado de degradación enzimática de los polisacáridos de la 

pared celular y el contenido de compuestos fenólicos liberados en jugo de grosella negra 

(Ribes nigrum L.). Borowska et al. (2009) encontraron que el mayor porcentaje de 

extracción de antocianinas, en jugo de aronia (Aronia melanocarpa E., "chokeberry"), se 

dio con la aplicación de un preparado enzimático comercial con un amplio espectro de 

actividad pectinolítica, además de actividades celulasa y hemicelulasa. Soto (2010) evaluó 

diferentes métodos físicos y enzimáticos para aumentar la extracción de compuestos 

antioxidantes en el jugo de mora, reportando que la aplicación de tratamientos enzimáticos 

permite obtener un mayor contenido de antocianinas y elagitaninos en el jugo de mora. 

La eficacia de la extracción acoplada a un tratamiento enzimático, depende del tipo de 

tejido o materiales de la planta y del tipo de enzimas utilizadas. Las cáscaras de frutas 

como manzana, frutos tipo baya y cítricos, el té y el aceite de oliva contienen muchos 

compuestos fenólicos. Li et al. (2006) encontraron que el proceso de extracción con agua 

acoplado a un tratamiento enzimático con celulasas podía recuperar el 65,5 % de los 

compuestos fenólicos de las cáscaras de los cítricos, lo cual constituía aproximadamente el 

87,9 % del redimiento obtenido con la extracción tradicional sólido-solvente, utilizando 

solventes orgánicos. Los principales parámetros que afectan la extracción de compuestos 

fenólicos incluyen el tipo de estructura o especie del tejido vegetal, la temperatura de 

extracción, el tipo de enzimas y la concentración de estas (Li et al., 2006). 

3.4.4 Optimización mediante la metodología de superficie de respuesta 

La extracción es aplicada para recuperar o eliminar componentes y en consecuencia el 

producto de interés puede ser el material extraído o el extracto. El diseño y la optimización 

de un proceso de extracción implica el conocimiento y el rol de los parámetros tecnológicos 

del proceso (Tzia, 2003). La metodología de superficie de respuesta permite optimizar una 
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variable respuesta que está influenciada por diversas variables o parámetros 

independientes, e incluso analizar los efectos de interacción entre ellos, representando así 

el efecto neto de los parámetros evaluados sobre las respuestas de interés. Esto permite 

determinar, a partir de pocas pruebas experimentales, lós niveles de los parámetros 

diseñados en los cuales la respuesta alcanza el óptimo, el cual será función de los 

parámetros del diseño (Gacula & Singh, 1984; Raissi & Farsani, 2009; <;am &Aaby, 2010). 

Esta respuesta óptima puede ser maximizada o minimizada dependiendo de su naturaleza 

(Gacula & Singh, 1984). Esta metodología puede ser utilizada para modelar u optimizar 

cualquier variable respuesta que es afectada por los niveles de uno o más factores 

cuantitativos. 

La respuesta tiene que ser una variable cuantitativa continua (por ejemplo, rendimiento, 

pureza, costo, porcentaje de extracción), y la respuesta promedio es una función 

desconocida de los niveles de "k" factores (por ejemplo, temperatura, presión), y estos 

niveles tienen que ser aplicables y controlables con precisión. Cuando la respuesta 

promedio es trazada en función de ,la combinación de los tratamientos, se genera una 

superficie en k+l dimensiones, llamada la superficie de respuesta (Dean & Voss, 1999). 

Diseños centrales compuestos (DCCs) 

Estos diseños consisten de un diseño estándar de primer orden con nf puntos factoriales 

ortogonales y no puntos centrales, aumentado por na puntos axiales. Por convención, los 

niveles de los distintos factores se codifican, así los puntos factoriales tienen los niveles 

codificados con ±1 para cada factor (Montgomery, 1992; Dean & Voss, 1999). Los puntos 

axiales están localizados a una distancia específica a desde el centro del diseño en cada 

dirección de cada eje definido por los niveles codificados de los factores (Montgomery, 

1992). En la Figura 8 se muestran dos diseños centrales compuestos para k= 2 y k= 3 

factores. 

Un diseño central compuesto se puede construir fácilmente a partir de un diseño estándar 

de primer orden, añadiendo puntos axiales y, posiblemente, algunos puntos factoriales y 

centrales extras. Los puntos axiales, como ya se mencionó, son localizados a una distancia 

a desde el centro del diseño, y la escogencia de esta distancia a depende de las propiedades 

requeridas del diseño; frecuentemente se utiliza a= (nf)1/4 (Dean & Voss, 1999). 
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(a) (b) 

Figura 8. Diseños centrales compuestos para a) k= 2 factores y b) k= 3 factores. 

Características y propiedades de los diseños centrales compuestos 

El ajuste y análisis de superficies de respuesta se facilita mucho al elegir el diseño 

experimental apropiado. Cuando se selecciona un diseño de superficie de respuesta, 

algunas de las características deseables son las siguientes: 

l. Proporciona una distribución razonable de los puntos de datos en toda la región de 

interés. 

2. Permite la adecuación del modelo, incluyendo la falta de ajuste (lack of fit), para ser 

investigado. 

3. Permite que los experimentos se puedan realizar en bloques. 

4. Permite diseños de orden superior que se construirán de forma secuencial. 

5. Proporciona una estimación interna del error. 

6. No requiere un gran número de ensayos. 

7. No requiere que las variables independientes tengan muchos niveles. 

8. Asegura la simplicidad del cálculo de los parámetros del modelo. 

En los DCCs, las propiedades -tales como rotabilidad, formación de bloques ortogonales, y 

la ortogonalidad- se pueden controlar por una elección adecuada del número de puntos 

centrales no y la distancia a de los puntos axiales al punto central del diseño. Además, de la 

rotabilidad, formación de bloques ortogonales y la ortogonalidad, un diseño debería incluir 
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los suficientes puntos centrales para proporcionar una sensibilidad razonable a la prueba 

de falta de ajuste (lack of fit) (Montgomery, 1992). 

3.5 Fraccionamiento y concentración mediante tecnologías de 

membranas 

3.5.1 Tecnologías de membranas 

Las tecnologías de membranas pueden ser empleadas para concentrar, fraccionar o 

purificar fluidos. En estos procesos se da una alimentación del producto -generalmente 

líquido-, el cual entra en contacto con la membrana gracias a distintas fuerzas motrices 

(diferencial de presión, potencial eléctrico y gradiente de concentración, entre otras); 

ciertos componentes no logran atravesar la membrana (retenido), permitiendo el paso de 

otras sustancias, principalmente solubles en agua (permeado). Esto se debe al tamaño de 

partícula de los solutos del producto; además, de su afinidad por la membrana (Girard & 

Fukumoto, 2000; Baruah et al., 2006). 

Las principales tecnologías de membranas son: ósmosis inversa (OI), nanofiltración (NF), 

ultrafiltración (UF), microfiltración (MF), diálisis, electrodiálisis (ED) y pervaporación, las 

cuales cubren un amplio rango de partículas que pueden separar (Cheryan, 1998). Más 

recientemente las investigaciones en torno al tema de concentración de líquidos sensibles 

al calor se refieren a dos nuevas y emergentes tecnologías que son: la destilación 

membranaria y la evaporación osmótica (Vaillant et al., 2005). 

Las tecnologías de membranas son relativamente eficientes en energía porque no 

involucran cambios de fase para la remoción de agua. Estos procesos se realizan a bajas 

temperaturas (4 a 5oºC), minimizando los daños térmicos del producto (Girard & 

Fukumoto, 2000 ). En comparación con los procesos tradicionales de evaporación, 

mientras éstos requieren invertir 2257 kJ de energía para extraer un kilogramo de agua (1 

atm, 100 ºC}, un proceso membranario requiere aproximadamente 90 kJ de energía 

(Kumar, 2007). El uso de las tecnologías de membranas requiere solo pequeñas cantidades 

de energía eléctrica para las bombas y pequeñas cantidades de vapor para la calefacción de 

soluciones de limpieza, de manera que incluso la 01, que es el más intensivo en energía con 
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respecto a los procesos de membrana, ofrece ventajas económicas. Además, a diferencia de 

la mayoría de los procesos de separación, que requieren infraestructuras más costosas, los 

sistemas de membrana son relativamente compactos y pueden ser a menudo alojados en 

edificios ya existentes (Marriott & Sorensen, 2003). 

El fraccionamiento, la purificación y concentración de los compuestos polifenólicos para su 

uso en la industria de alimentos ha sido de gran interés no solo por su importancia en 

cuanto a los beneficios para la salud, sino también por su interés económico (Shi et al., 

2005). En un típico proceso de recuperación de polifenoles, los disolventes orgánicos son 

utilizados para la extracción de los componentes de interés a partir del material vegetal. 

Posteriormente, se aplica una etapa de tamizado o centrifugación para separar los sólidos 

insolubles, la MF o UF es aplicada para retener grandes moléculas tales como proteínas y 

polipéptidos, y otras impurezas. Luego al permeado obtenido del proceso de MF o UF, que 

contiene los polifenoles, se le aplica OI, NF o UF fina para concentrar y fraccionar este 

permeado y facilitar la remoción de los solventes orgánicos como se muestra en la Figura 9. 

Solvente 
orgánico 

[Permeado] 

Material 
vegetal 

il 
Extracción e=:=;> Residuo 

n 
~'"::B 

. Polisacáridos 
t::::::::;> Proteínas 

_ Otras impurezas 

R Polifenoles 

0 1/NF/UF* 
Concentrado 

~ de polifenoles 

[Retenido] 

[Retenido] 

[Permeado] Solventes 
UF*= ultrafiltración fina 
(MWCO <10 kDa) 

orgánicos 

Figura 9. Esquema de proceso de membranas para obtener extractos de polifenoles (MF, 
microlfiltración; UF, ultrafiltración; NF, nanofiltración; OI, ósmosis inversa) (adaptado de 
Akin et al., 2012). 
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3.5.2 Filtración tangencial 

Hay dos métodos posibles de operación en los procesos de filtración: el proceso frontal de 

membranas y el proceso tangencial de membranas (ver Figura 10). El método más simple 

utilizado es el proceso frontal, donde el flujo de alimentación es perpendicular a la 

superficie de la membrana y es forzado a atravesar la misma, lo que causa que las 

partículas retenidas se acumulen y formen un tipo de torta o capa en la superficie de la 

membrana (Dobón & Bagger-J0rgensen, 2000). El espesor de la torta se incrementa con el 

tiempo de operación, provocando un descenso en la tasa de filtración. Sin embargo, para 

reducir este fenómeno generalmente se utiliza la filtración tangencial, en donde el flujo de 

alimentación es paralelo a la superficie de la membrana (Dobón & Bagger-J0rgensen, 

2000). Según Dobón & Bagger-J0rgensen (2000) este flujo tangencial a la superficie de la 

membrana presenta una acción de arrastre que reduce la formación de un depósito de 

solutos sobre la membrana (conocido como torta), lo que permite una mayor filtración, 

aumentando el rendimiento del proceso. 

_.__~~~~~~~ ....... 

Bajo paso de permeado 

Filtración Frontal 
(flujo perpendicular) 

Capa polarizada 

'"'"'"" > 
Alto paso de permeado 

Filtración Tangencial 

Figura 10. Comparación entre la filtración frontal y la filtración tangencial (adaptado de 
McLellan & Padilla-Zakour, 2005). 



3.5.3 Microfiltración (MF) 

La microfiltración es la tecnología de filtración por membranas que se utiliza para separar 

partículas más grandes o gruesas, comparada con las otras tecnologías de membranas, y se 

utiliza en muchos casos como operación previa a la UF, NF y 01, entre otras. Entre sus 

aplicaciones se encuentra la separación de partículas suspendidas en líquidos, por ejemplo 

moléculas grandes (polisacáridos, glóbulos de grasa), y microorganismos (bacterias, 

hongos y levaduras), por lo que su uso principal es para la esterilización de agua y bebidas 

(Dobón & Bagger-J0rgensen, 2000; Maroulis & Saravacos, 2003; Pabby et al., 2009). Las 

membranas de MF son clasificadas por el diámetro de poro o de corte, que se refiere al 

diámetro de las partículas más pequeñas que son retenidas por la membrana; típicamente, 

el rango de tamaño es de 0,1 a 10 µm. La MF requiere presiones de operación de 10-50 psi 

(0,7-3,5 bar) (Mannapperuma, 1997). 

3.5.4 Ultrafiltración (UF) 

La ultrafiltración es un proceso que involucra la separación de macromoléculas y 

suspensiones coloidales como proteínas y almidones. Es muy utilizada en el 

fraccionamiento de la leche y el suero, y en el fraccionamiento de proteína (Cheryan, 1998). 

Las membranas de UF se clasifican por el peso molecular de corte (MWCO, por sus siglas 

en inglés), que se define como el peso molecular de las moléculas más pequeñas, 90 % de 

las cuales son retenidas por la membrana. El rango de MWCO en las membranas de UF es 

de 1000 hasta 500 ooo Da y tamaño de poros de 0,001 µm a 0,1 µm (Mannapperuma, 

1997; Cheryan, 1998). En este proceso se utilizan presiones superiores a las de MF, 

usualmente entre 20-200 psi (1,4-14 bar) (Mannapperuma, 1997). 

3.5.5 Nanofiltración (NF) 

Es una técnica intermedia entre la ultrafiltración y la ósmosis inversa, las membranas de 

NF retienen moléculas de peso molecular entre 100 y 1000 Da, lo que permite separar 

aminoácidos, colorantes, ácidos y azúcares; la fuerza motriz de esta tecnología es la alta 

presión (Mannapperuma, 1997). Al igual que las membranas de UF, las de NF se clasifican 
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por el corte de peso molecular o por el porcentaje de retención de cloruro de sodio, igual 

que en las membranas de ósmosis inversa. El proceso de NF involucra presiones altas en 

un rango de 100-500 psi (7-35 bar) (Mannapperuma, 1997). En la Figura 11 se muestra la 

comparación de varios procesos de tecnologías de membranas en cuanto a la composición 

del retenido y permeado, y el tamaño de poro. 

agua 
iones 

mono­
valentes 

iones 
multi- virus 

va lentes 
bacterias sólid~s tamaño 

suspendidos de poro 

0,1-10 µm 

1-100 nm 

0,1-10 nm 

0,1- 0,5 nm 

Figura 11. Características del retenido y permeado que se obtienen de diferentes procesos 
de membranas: MF, microfiltración; UF, ultrafiltración; NF, nanofiltración; OI, ósmosis 
inversa; ED, electrodiálisis. 

3.5.6 Variables que afectan los procesos de filtración por membranas 

Los procesos de filtración por membranas como la MF, UF y NF están basados en la teoría 

de la filtración tradicional descrita por la ley de Darcy (Ortiz et al., 2008), en la cual el flujo 

de permeado es función de la presión transmembranaria y de una resistencia total: 



donde: 

Jp: flujo de permeado 

Ptm: presión transmembranaria 

µp: viscosidad del producto 

Rt: resistencia total. 

(Ecuación 1) 

Según esta teoría, las condiciones de operación que influyen en el flujo de permeado son: 

1) presión transmembranaria, 2) velocidad tangencial promedio de la velocidad axial del 

fluido y 3) temperatura (Baruah et al., 2006). Las características del producto que se va a 

filtrar influyen también en el desempeño de la operación; la composición así como la 

viscosidad y turbidez del producto son factores importantes a tomar en cuenta. 

Presión transmembranaria (Ptm) 

La presión transmembranaria es la fuerza motriz en los procesos de membrana y se define 

como la diferencia de presión entre el lado del retenido y el lado de permeado: 

donde: 

Ptm: presión transmembranaria 

Pent= presión de entrada 

Psai= presión de salida 

Pp= presión de permeado 

Pent-Psal 
Ptm= - ---

2 
(Ecuación 2) 

El flujo de permeado aumenta al aumentar la Ptm, pero la relación solo es lineal cuando la 

alimentación es agua pura. La influencia de esta variable sobre el fütjo es imprevisible y 

depende de las características del soluto a tratar (Vaillant et al., 2004; Ortiz et al., 2008). 

Temperatura 

Al incrementar la temperatura, normalmente se incrementa el flujo de permeado. Se 

produce una disminución en la viscosidad del fluido y en una solución con proteínas se 
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incrementa la difusividad de las mismas y, por lo tanto, se reduce la resistencia por 

ensuciamiento o polarización de la concentración, originada por las proteínas (Ortiz et al., 

2008). Sin embargo, es esencial no pasar por encima de ciertos límites, porque las altas 

temperaturas desnaturalizan las proteínas y pueden aumentar el crecimiento microbiano 

durante el proceso (Dobón & Bagger-J0rgensen, 2000). 

Velocidad lineal o tangencial (U) 

Es la velocidad lineal promedio que circula por el equipo de filtración del lado del retenido. 

Para una membrana tubular la velocidad lineal puede ser definida como la relación entre el 

flujo de alimentación (o velocidad del retenido) y el área tangencial de la membrana 

(Dobón & Bagger-J0rgensen, 2000): 

donde: 

Jr= flujo del retenido (m3-s-1) 

At= área tangencial (m2
) 

(Ecuación 3) 

Una mayor velocidad tangencial tiende a remover el material depositado y en consecuencia 

reduce la resistencia hidráulica a través de la membrana y, de esta manera, el flujo de 

permeado es mayor. También, mayores velocidades reducen el fenómeno de polarización 

de la concentración mediante el incremento del coeficiente de transferencia de masa 

(Dobón & Bagger-J0rgensen, 2000; Ortiz et al., 2008). 

Turbidez 

Según Vaillant et al. (2008) la turbidez del producto inicial presenta un efecto significativo 

en los flujos de permeado. La turbidez es una medida de la dispersión de la luz en un 

medio translúcido, esta dispersión se da cuando la luz choca con partículas en suspensión 

(sólidos insolubles), las cuales reflejan, absorben o disipan dicha luz (Vaillant et al., 2008). 

Cuando se aplica la filtración de membranas a líquidos de alta turbidez y con gran cantidad 

de sólidos insolubles, los poros y conductos de las membranas se colmatan rápidamente, 

generando flujos y rendimientos bajos (Vaillant et al., 2001). 



40 

La medición de la turbidez se utiliza ampliamente en la industria de aguas residuales para 

monitorear la operación de concentración de materia en suspensión en el sedimento 

(Pabby et al., 2009). La turbidez de las dispersiones depende principalmente de la forma, 

tamaño y composición mineral de las partículas. También depende de su índice de 

refracción relativo y, en cierta medida, del color de la fase líquida (Vaillant et al., 2008). 

3.5.7 Parámetros del desempeño de los procesos de filtración por membranas 

Flujo de permeado 

El flujo del líquido a través de la membrana se debe al gradiente de presión hidráulica. En 

el caso de la nanofiltración (NF) y la ósmosis inversa (01), la presión osmótica de la 

solución se opone a la presión hidráulica. En la ultrafiltración (UF) y microfiltración (MF) 

la presión osmótica es despreciable debido al alto peso molecular de los solutos. El flujo de 

los solutos, a través de la membrana, en NF es llevado a cabo por la difusión impulsado por 

el gradiente de concentración. Hay algunos modelos que toman en cuenta el transporte de 

solutos a través de poros de gran tamaño en la membrana. Por otro lado, en la UF y MF, los 

solutos fluyen a través de la membrana debido al mayor tamaño de los poros 

(Mannapperuma, 1997). 

El rendimiento y desempeño de un sistema de filtración por membranas se mide en 

términos de su capacidad para producir grandes volúmenes de filtrado o permeado en un 

período corto de tiempo y en el grado de pureza del filtrado con respecto a la concentración 

del soluto de interés. El flujo de permeado es definido como el volumen de permeado que 

fluye a través de una unidad de área de membrana en una unidad de período de tiempo: 

donde: 

Jp: flujo de permeado (L·h-1·m-2 ) 

Vp: volumen de permeado (L) 

Am: área de filtración de la membrana (m2 ) 

t: tiempo de filtración 

- 2L Jp - Am xt (Ecuación 4) 



41 

Los procesos de filtración como la UF y MF están limitados principalmente por la 

disminución del flujo de permeado debido a la acumulación de partículas en la superficie 

de la membrana. Este fenómeno, llamado "colmatación'', es causado por diferentes 

mecanismos, tales como: 1) polarización de la concentradón: a medida que el solvente 

pasa a través de la membrana, las grandes moléculas o solutos se mueven en dirección a la 

superficie de la membrana y se van acumulando, de manera que forman una capa o 

película que reduce la permeabilidad (Carneiro et al., 2002; Ortiz et al., 2008; Vaillant et 

al., 2008); 2) bloqueo del poro de la membrana: el tamaño de las partículas es mayor que 

el del poro de la membrana, por lo que se depositan sobre la superficie de la misma, o el 

diámetro de las partículas es similar al de los poros provocando que se depositen en el poro 

o migren hacia su interior; 3) incremento de la viscosidad por aumento del factor de 

concentración: conforme avanza el tiempo durante el proceso de microfiltración, el 

retenido que se va obteniendo es cada vez más concentrado (Ortiz et al., 2008). 

Algunos autores han relacionado la disminución del flujo de permeado con la colmatación 

como resultado del incremento de la,s resistencias al flujo, condiciones de operación, tipo 

de productos a tratar, tipo de membrana y fenómenos de transporte (Vaillant et al., 2001; 

Vaillant et al., 2005; Ortiz et al., 2008). 

Factor de reducción volumétrico (FRV) 

El FRV en cada tiempo del proceso se define como el cociente entre el volumen total de 

producto que es alimentado al circuito cerrado y el volumen de retenido (diferencia entre 

el volumen de alimentación y el volumen de permeado en cada tiempo). El FRV es una 

forma de expresar la relación entre el flujo de permeado y el flujo original del alimento 

(Vaillant et al., 2004): 

donde: 

Va 
FRV=-· 

V' r 

V 1 
Rendimiento = ~ = 1 - FRV 

FRV: factor de reducción volumétrico (adimensional) 

(Ecuación 5) 

(Ecuación 6) 



Va: volumen de alimentación (L) 

Vp: volumen de permeado (L) 

Vr: volumen de retenido (L) 
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El factor de reducción volumétrica es un indicador de la viabilidad industrial del proceso 

ya que permite estimar el rendimiento del retenido y del permeado (Ecuación 6). Es de 

esperar que el valor sea alto, ya que indicaría mayor rendimiento del permeado y menor de 

retenido, el cual es considerado un subproducto en algunos procesos de membranas 

(Vaillant et al., 2001). 

Retención de solutos o compuestos de interés 

Para realizar el análisis de la retención de solutos o de compuestos de interés (por ejemplo 

compuestos bioactivos -polifenoles, carotenoides, vitaminas-, azúcares, ácidos orgánicos y 

aminoácidos, entre otros) por la membrana, se determina la concentración de cada 

compuesto tanto en el permeado como en el retenido. 

Según el proceso, en ciertas ocasiones el producto de interés es el permeado o el retenido, 

por lo cual es importante evaluar qué porcentaje de los solutos de interés retiene (en el 

retenido) o deja pasar (en el permeado) la membrana que se está utilizando. Esta retención 

dependerá de las características del soluto (tamaño y carga de la molécula) así como de las 

condiciones de operación durante el proceso de filtración, tales como: tipo de membrana 

(tamaño de poro, poder de corte, material de la membrana), presión transmembranaria, 

velocidad tangencial. También, la retención estará en función de la formación de la capa de 

gel sobre la membrana y resistencia de la membrana, entre otros. 



IV. Caraclerizaci.ón de 
la ma.,teria prim,a 
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IV. CARACTERIZACIÓN DE LA MATERIA PRIMA 

Con el fin de conocer las características de la matriz con la cual se trabajó, se realizó el 

análisis químico del subproducto de mora, materia prima utilizada para realizar el proceso 

de extracción sólido-líquido de los polifenoles presentes en este residuo. Se realizaron los 

diferentes análisis químicos: contenido de humedad, proteínas, lípidos (totales y perfil de 

ácidos grasos), fibra dietética, cenizas, sólidos solubles totales, azúcares, acidez, valor de 

pH, polifenoles (totales, elagitaninos y antocianinas) y capacidad antioxidante (ORAC-H). 

4.1 Localización del proyecto 

El proceso de extracción de los polifenoles a nivel de laboratorio se realizó en el 

laboratorio de química de la Escuela de Tecnología de Alimentos. El escalamiento de la 

extracción, a nivel de planta piloto, así como los ensayos de ultrafiltración para obtener el 

extracto concentrado de polifenoles 'fico en elagitaninos se llevaron a cabo en la planta 

piloto del Centro Nacional de Ciencia y Tecnología de Alimentos (CITA). 

Los diferentes análisis físicos y químicos se realizaron en los laboratorios de química de la 

Escuela de Tecnología de Alimentos y del CITA, y en la planta piloto del CITA. Estas 

instituciones pertenecen a la Universidad de Costa Rica, Ciudad Universitaria Rodrigo 

Fado, ubicada en San Pedro de Montes de Oca. 

4.2 Subproducto del procesamiento industrial de mora 

Se utilizó un subproducto obtenido del procesamiento industrial de mora (SPIM) y fue 

proveído por la empresa Protica S.A., ubicada en San Diego de Tres Ríos, Cartago. Este 

subproducto está constituido por residuos gruesos, principalmente de semillas (~95 %), 

que se obtienen del primer despulpado de mora congelada (ver Figura 12) durante el 

proceso de elaboración de una pulpa o puré de mora. Esta pulpa es un producto intermedio 

que luego es utilizada para la elaboración de una bebida de mora. Durante la elaboración 

de la pulpa de mora se genera aproximadamente un 20 % del residuo o subproducto y la 

empresa usualmente lo desecha generando un impacto al ambiente. La mora que utiliza 
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Protica S.A. es principalmente de la variedad Rubus adenotrichos y es cosechada en las 

zonas altas de Pérez Zeledón con un grado de madurez 2 (3/4 de madurez) y 3 (totalmente 

madura). En la Figura 13 se muestra el subproducto utilizado como materia prima en este 

proyecto de investigación. 

Moras 

ENFRIAMIENTO 

CONGELADO 

Moras congeladas {100 %) 

,....._....._ __ - ...,-----Etapal ------

Residuos gruesos (sub-producto)* 
{20%} 

Puré (producto intermedio) {80 %) 

' 
Residuos finos (sub-producto) 

{6%) 

Puré pasteurizado y congelado (producto intermedio) (74 %} 

Agua, azúcar, ácido 
cítrico, ácida ascórbíco 

1 

*Subproducto {SPIM) uti/ízado 
como materia prima para lo 
extracción de polifenoles 

Bebida a base de mora (producto final) Figura 12. Flujo de proceso de la 
elaboración a nivel industrial de una 
bebida a base de mora (adaptado de 
Gancel et al., 2011). 

LMACENAMIENTO 
(Temperatura 

ambiente) 



Figura 13. Fotografías del subproducto utilizado (40,6 % de humedad), constituido 
principalmente por semillas: a) subproducto formado por residuos gruesos y semillas; b) 
semilla (vista en estereoscopio: 40X). 

4.3 Tamaño del lote y condiciones de almacenamiento de la 

materia prima 

Se utilizó un lote inicial de subproducto (constituido principalmente por semillas) de 120 

kg, proveído por Protica S.A. Este lote inicial se homogenizó y luego se dividió en tres 

partes o sub-lotes de 40 kg cada uno. El subproducto de cada sub-lote se empacó en bolsas 

plásticas de polietileno de alta densidad (HDPE, por sus siglas en inglés) con capacidad de 

5 kg. Con el objetivo de caracterizar la materia prima, a cada sub-lote se aplicó por 

triplicado pruebas químicas (ver sección 4.5). En total se obtuvieron 8 bolsas de 

subproducto para cada sub-lote. El subproducto de mora se mantuvo en congelación a -20 

ºC. Todo esto se hizo el mismo día que se generó el subproducto en la planta, tratando de 

que no pasaran más de 6 horas. 

Para las pruebas preliminares, para la optimización y verificación del proceso de extracción 

de polifenoles a nivel de laboratorio se tomó 1 bolsa de cada sub-lote y se mezclaron de 

forma homogénea, en total 15 kg (ver Figura 14). Este subproducto se empacó en bolsas 

metalizadas con una capacidad para 400 g (-38 bolsas). Estas bolsas se mantuvieron en 

congelación a -20 ºC previo a su procesamiento y 24 horas antes de los ensayos, las 

muestras congeladas se descongelaron en una cámara de almacenamiento a temperatura 

de refrigeración (5 ºC). 
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Figura 14. Flujo de 
proceso para la realización 
de las pruebas 
preliminares, y 
optimización y verificación 
del proceso de extracción a 
nivel de laboratorio 
(objetivo 1). 

Para el proceso de extracción a nivel de planta piloto, se tomaron las 7 bolsas restantes de 

subproducto de cada sub-lote y se realizó el proceso de extracción (se realizaron 2 

extracciones por cada sub-lote) para obtener un extracto de polifenoles rico en 

elagitaninos. Este proceso se repitió para los otros dos sub-lotes (ver Figura 15). 

1 

! 
... 

~ 
Ex tracción 

~ 
Extrac:to ·A 

{61 kg} 

a nivel d e 

Extracto-B 
{61 kg) 

Planta p i 1 o t o 

Extrª'~tQ-C 
(!il kg} 

' . ----------

r:::1 ~ r:.:::l ~ - MF de extracto (ensayos 
~ ~ ~~ i.....y paraevaluarefecto de Ptm) 

1 EB:;] 
~ 

M F de extracto (modo 

Extracto 
microfiltrado -A 

(SOkg) 

~ 
Extracto 

microfiltrado -B 
(50kg) 

concentración) 

Extracto 
microfiltrado-C 

(50kg) 

Figura 15. Flujo de 
proceso para la realización 
de la extracción a nivel de 
planta piloto y 
microfiltración del extracto 
(objetivo 2) . 



Posteriormente el extracto obtenido fue dividido para realizar las pruebas de 

microfiltración: una parte (5,5 kg por sub-lote) fue utilizada en ensayos para evaluar el 

efecto de la presión transmembranaria (Ptm), y la otra parte (55,5 kg por sub-lote) se 

utilizó en los ensayos de MF en modo de concentración (ver Figura 15). 

Los extractos clarificados obtenidos de cada sub-lote igualmente se empacaron en bolsas 

plásticas de HDPE y se mantuvieron en congelación a -20 ºC previo a su procesamiento. 

Estos extractos se dividieron en tres partes para realizar las pruebas de ultrafiltración: 

ensayos para evaluar el efecto de la Ptm y tipo de membrana, y los ensayos en modo de 

concentración (ver Figura 16). Veinticuatro horas antes de los ensayos de ultrafiltración, 

las muestras (los extractos congelados) de los sub-lotes se colocaron en bandejas metálicas 

para ser descongeladas en una cámara de almacenamiento a temperatura de refrigeración 

(5 ºC) . 

...... . ....... .-.~ . ... ••• ••.• • •• •n 00•0·1 .. On •••••.,O••••••• •••.,••o•u•.< • ••••• +.•""' on•• • - ·- U•••• O.••• • • • O..• •.O • •••u~ ...... .. ........ .1~•0.•••,.,, 

/ Extracto Extracto - -Extracto \ 
i mícrofiltrado -A microfiltrado-B microfiltrado-C 1 

~~ ~~ ~~ ¡ 
-' ] 

1 1 r---------1 r- -------- . ,.---------, 
1 

1 MA-11 [ M A·2 I ' 
: [i>kg} (6 ~) : 

1 ~ l '1E'r21 ' : IMC=i l 1 ! 
: ~ 16 ~¡¡] 1

1 
~G~) 1 • 

:¡ MB-31 : IMC-31 
1 l ' 1 

: 1 1 ·----------
1 ( ~gl 1 1 [~8 kl!) 1 ¡ 
'- -- ------~ '---------~ ¡ 

- UF de extracto con membrana i 
llMA·l I 1 MB·l I t Mc-1 I Q tubular de 1 kDa (ensayos para evaluar l 

efecto de Ptm y t ipo de membrana) l 
- UF de extracto con membrana ¡ 

IMA-21 1 MEl-21 1 Mc-i] Q tubular de 5 kDa (ensayos para evaluar ¡ 
efecto de Ptm y tipo de membrana) 1 

U F d e e xtr acto 

Extracto 
concent rado-A 

IMB~ 1 IMc-l j 
~ 

(modo 

~ 
Extracto 

concentrado-B 

concentración ) 

Extracto 
concentradocC 

- (4 kg) (4 kg) (4 kg) i 
\._, '"••••m,.oo o> •• • u"°'" »>N ••• _. ..... '° ...... ...... ••••• ••••••• •• •>>•••"' ••• •oooo>>•< .: ..... , •••«••• .. «•o««•••,. . ... / 

Figura 16. Flujo de 
proceso para la realización 
de los ensayos de ultra­
filtración (objetivo 3). 
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4.4 Metodología 

Se tornaron muestras de materia prima (750 g) de cada uno de los sub-lotes, tres réplicas 

por sub-lote. Estas muestras se descongelaron a temperatura de refrigeración (5 ºC) para 

luego realizar los análisis químicos correspondientes. Los diferentes análisis químicos 

realizados al SPIM se describen a continuación. 

4.4.1 Contenido de humedad, proteínas, cenizas, lípidos, fibra dietética, 

sólidos solubles, acidez titulable y valor de pH 

Humedad: se determinó según el método P-SA-MQ-002, basado en el método 

AOAC 920.151 (AOAC, 2005). 

Proteínas: se determinó según el método P-SA-MQ-003, basado en el método 

AOAC 920.152 (AOAC, 2005). 

Cenizas: fue determinado según el método P-SA-MQ-004, basado en el método 

AOAC 940.26 (AOAC, 2005). 

Lípidos: se determinó según el método P-SA-MQ-005, basado en el método de 

Carpenter et al. (1993). 

Perfil de ácidos grasos: se identificaron y cuantificaron los diferentes ácidos grasos 

saturados, insaturados, trans y omega presentes en el aceite extraído del 

subproducto mediante cromatografía de gases según el método P-SA-MQ-034 

basado en los métodos AOAC 996.06 (AOAC, 2005) y AOCS Ce 1e-91 (AOCS, 

2000). 

Fibra dietética: Se determinó según el método P-SA-MQ-007, basado en el método 

AOAC 985.29 (AOAC, 2005). 

Sólidos solubles: la determinación de los sólidos solubles totales (expresados corno 

ºBrix) fue realizada utilizando un refractómetro Fisher Scientific Co. (Fisher 

Scientific Japan Ltd., Tokio, Japón) con control de temperatura 

Acidez titulable: se realizó según el método AOAC 942.15 (AOAC, 2005) y se 

expresó como equivalentes de ácido málico. 

pH: fue determinado según el método AOAC 98i.12 (AOAC, 1999) usando un 

pHímetro Metrohm 827 pH lab (Metrohm Ion Analysis, Suiza). 
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4 .4.2 Contenido de antocianinas y elagitaninos 

El análisis cuantitativo de antocianinas y elagitaninos totales se basó en el método descrito 

por Mertz et al. (2007). Los análisis se llevaron a cabo mediante cromatografía líquida de 

alto desempeño acoplado a un detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD), utilizando un 

sistema de cromatografía líquida Shimadzu, el cual se compone de un detector de arreglo 

de diodos modelo SPD-M20A, un desgasificador modelo DGU-20As y una bomba modelo 

LC-20AT (Shimadzu Manufacturing, Inc., Canby, Oregón, USA). El sistema fue controlado 

y la información fue procesada con el programa Shimadzu EZStart versión 7-4 SPl. Se usó 

una columna ACE-3-C18 (125 x 21 mm) con un tamaño de partícula 3µm (AIT, Houilles, 

Francia). Las condiciones fueron: volumen de inyección 20 µL; temperatura de 30 ºC; flujo 

de solventes constante de 300 µL·min-1, los cuales consistieron de agua/ácido fórmico, 

98:2 v/v (solvente A) y acetonitrilo/agua/ácido fórmico, 80:18:2 v/v/v (solvente B). Las 

condiciones de gradiente fueron las siguientes: o min: 5% B, o - 20 min: gradiente lineal de 

5% a 25% B, 20 - 25 min: gradiente lineal de 25 a 100% B, 25 - 30 min: gradiente lineal de 
' 

100% a 10% B, 30 - 35 min: gradiente lineal de 10% a 5% B. La cuantificación se realizó a 

280 nm y consistió en la comparación del área bajo la curva de cada pico contra el área 

bajo la curva de soluciones patrón previamente inyectadas de ácido elágico (8 patrones) y 

de cianidina-3-glucósido (7 patrones) según se tratara de un elagitanino o de una 

antocianina, respectivamente. La identificación tentativa de los principales compuestos 

polifenólicos presentes en la mora Rubus adenotrichos ya había sido realizado por Mertz et 

al. (2007) mediante un análisis de HPLC-DAD-MSn. 

Para los análisis de HPLC, las muestras fueron homogenizadas para reducir su tamaño de 

partícula. Posteriormente, se realizó la extracción (tres veces) durante 20 min utilizando 

una solución extractora de acetona (acetona/agua, 70:30). Los extractos se combinaron, 

filtraron (con embudo y papel Whatman No. 41) y concentraron al vacío a 40 ºC para 

remover la acetona. Antes de la inyección en el equipo de HPLC, las muestras fueron 

filtradas utilizando un filtro de 0,45 µrn acoplado al extremo de una jeringa. Los extractos 

filtrados se mantuvieron protegidos de la luz hasta realizar la determinación en el HPLC­

DAD. 
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4.4.3 Contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante (ORAC-H) 

Polifenoles totales: Se determinó según el método AQCITA-Mo36, basado en un 

método espectrofotométrico (CITA, 2008a) descrito por Georgé et al. (2005). 

Capacidad antioxidante (ORAC-H): Se determinó según el método P-SA-MQ-037 

(CITA, 2008b), empleando espectrofotometría de fluorescencia (Ou et al., 2001). 

La metodología de esta determinación fue detallada por Soto (2010). 

4.4.4 Contenido de azúcares 

Se determinó utilizando un equipo de Cromatografía Líquida de Alta Resolución (HPLC) 

según el método P-SA-MQ-006 (CITA, 2010). El método consiste en la extracción de los 

azúcares de la muestra y la inyección del extracto en la columna Alltech Econosphere™ 

NH2. La cuantificación e identificación de los azúcares se realizó con un detector de índice 

de refracción, inyectando patrones , de sacarosa, glucosa y fructosa de concentración 

conocidas, los cuales se utilizaron para calibrar el equipo en cuanto a concentraciones y 

para la identificación por los tiempos de retención. Las concentraciones de cada azúcar 

encontrado en la muestra se expresaron como g·lOO g-1• 

4.5 Resultados 

Se realizó la caracterización química del subproducto obtenido del proceso de elaboración 

de pulpa de mora (Rubus adenotrichos, variedad vino con espinas rojas) , proporcionado 

por la empresa Protica S.A. En el Cuadro IV se observan las principales propiedades 

químicas y el contenido de compuestos polifenólicos del subproducto. 

Contenido de humedad, sólidos solubles totales, azúcares, cenizas, acidez y valor 

depH 

Según los datos expresados en el Cuadro IV, este subproducto de mora presenta una 

humedad relativamente baja (aproximadamente 40 g·IOO g-1) y un bajo contenido de 

sólidos solubles (menos de 1 ºBrix), constituidos principalmente por azúcares como 
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sacarosa y fructosa; el contenido de glucosa no fue detectable en el SPIM, a diferencia de la 

mora fresca donde los azúcares presentes son la fructosa y glucosa y más bien la sacarosa 

está en cantidades no detectables (Acosta-Montoya et al., 2010; Soto, 2010). El valor de pH 

fue de 3,14; este valor es mayor al compararlo con el pH de la fruta fresca de la misma 

variedad (pH= 2,26-2,51) según los datos reportados por Acosta-Montoya et al. (2010). 

Esto concuerda con los valores de acidez, ya que el subproducto presentó una acidez menor 

a 1 g·lOO g-1 en contraste con la alta acidez que puede presentar la mora fresca (2,4-2,85 

g·lOO g-1
) (Acosta-Montoya et al., 2010). El contenido de cenizas en el SPIM fue de 0,82 ± 

0,07 g·lOO g-1 en base fresca, cantidad mayor a la que presenta la fruta de mora (0,50-0,60 

g·lOO g-1) según Acosta-Montoya et al. (2010). 

Cuadro IV. Propiedades químicas del subproducto obtenido del procesamiento industrial 
de mora, utilizado como materia prima para la obtención del extracto rico en elagitaninos*. 

Variables respuestas Base Base 
húmeda seca 

Humedad (g·100 g-1) 40,6 ± 0,3 NA 

pH 3,14 ± 0,02 NA 

Sólidos solubles (ºBrix)** 0,787 ± 0,008 NA 

Acidez, (g ácido málico equivalentes ·100 g-1) 0,85 ± 0,03 NA 

Proteína, Nx6,25 (g·100 g-1) 4,3± 0,4 7,2 ± 0,7 

Cenizas (g·lOO g-1) 0,82 ± 0,07 1,4 ± 0,1 

Fibra dietética (g·100 g-1) 36±1 60 ± 2 

Lípidos (g·100 g-1) 9,1 ± 0,5 15,3 ± o,8 

Sacarosa (g·lOO g-1) 0,45 ± 0,03 0,76 ± 0,05 

Glucosa (g·100 g-1) ND*** NA 

Fructosa (g·100 g-1) 0,28 ± 0,01 0,47 ± 0,02 

Antocianinas (mg cianidina-3-glucósido·100 g-1) 55 ± 2 92±4 

Elagitaninos (mg ácido elágico·100 g-1) 252 ± 2 423 ± 77 

Polifenoles totales (mg ácido gálico·100 g-1) 959±103 1613 ± 176 

ORAC-H (µmol equivalentes de trolox·g-1) 104 ± 7 175 ± 12 

*Promedio ± intervalo de confianza (n=3), con un nivel de confianza del 95 %. **Dato 
corregido por acidez. ***Entre 0,1 y 0,3 g·rno g-1• NA= no aplica. ND= no detectable. 
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Contenido de proteína y lípidos 

En cuanto al contenido de proteína y lípidos, el subproducto o SPIM presentó valores de 

4,3 ± 0,4 y 9,1 ± 0,5 g·100 g-1 en base húmeda, respectivamente. No hay muchos datos en 

la literatura que describan la composición química de la semilla o residuos de mora; sin 

embargo, el estudio realizado por Bushman et al. (2004) analizó la composición de las 

semillas de 5 especies Rubus (frambuesa roja y negra, mora Marion y Evergreen, y zarza 

Boysen). Estos autores encontraron valores de proteína y lípidos de 6-7 g·lOO g-1 y 11-18 

g·lOO g-1, respectivamente, valores cercanos a los encontrados en el SPIM. 

En el Cuadro V se muestran los resultados de la identificación y cuantificación de los 

ácidos grasos presentes en el aceite extraído del subproducto, analizados mediante 

cromatografía de gases; además, se comparan con la composición de ácidos grasos 

presentes en otros frutos tipo baya de acuerdo con varios autores. 

Cuadro V. Composición de los ácidos grasos (AGs) presentes en la semilla de mora 
obtenida del SPIM y en las semillas d7 otros frutos tipo baya. 

% (m/m) del total de AGs 
Ácidos grasos 

Arándano SPIM* Uva** Mora*** 
azul*** 

Fresa*** 

AGs Saturados 8,72 ± 0,01 11,64-14,94 6,45 7,8 6,88 

AGs Mono-insaturados 6,75 ± 0 ,09 14,19-21,29 14,81 21,43 25,14 

AGs Poli-insaturados 84,5 ± 0,1 63,64-73,53 78,74 70,77 67,98 

Ácido linoleico (c.u-6) 66,o ± 0,2 63,0-73,1 61,22 42,51 37,68 

Ácido linolénico (c.u-3) 18,4 ± 0,1 0,36-0,51 17,6 28,28 30,09 
*Valores reportados como promedio ± intervalo de confianza con un nivel de confianza del 95 % (n=3). 
**Fuente: Fernandes et al. (2013); valores reportados como un rango de porcentaje de ácidos grasos en el 
aceite de la semilla de 10 variedades de uva. ***Fuente: Van Hoed et al. (2009); valores reportados como 
promedio (n=2). 

Los ácidos grasos presentes en el SPIM son principalmente poli-insaturados (ácido 

linoleico -66 %-y ácido linolénico -18,4 %-);en menor cantidad ácidos mono-insaturados 

(principalmente ácido oleico -6,51 %-) y ácidos saturados (principalmente ácido esteárico -

3,88 %- y ácido palmítico -3,87 %-). Al comparar estos datos con la composición de AGs 

presentes en las semillas de otros frutos como la uva (Vitis vinífera L), mora (Rubus 

fruticosus), arándano azul (Vaccinium corymbosum) y fresa (Fragaria F. x ananassa) (ver 

Cuadro V), se observa que el SPIM presenta un mayor contenido de AGs poli-insaturados y 
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un menor contenido de AGs mono-insaturados; por otra parte el SPIM presenta una 

relación ácido linoleico (w-6)/ácido linolénico (w-3) similar a la mora (R.fruticosus), muy 

inferior a la reportada en uva y superior al arándano azul y fresa. El ácido linoleico y ácido 

linolénico son esenciales en humanos, ya que el organismo no puede sintetizarlos, por lo 

que deben obtenerse por medio de la dieta. Según Okuyama (2000) la proporción de w-

6/w-3 ha sido propuesta como un método exacto para la predicción de enfermedad 

coronaria. La mayoría de los aceites vegetales tienen relaciones en exceso de 6/1, mientras 

que proporciones de 2/1 son consideradas actualmente como beneficiosas. La relación w-

6/ w-3 en la fracción lipídica del subproducto de mora fue de 3,6/1, por lo cual podría 

considerarse como una relación adecuada comparada con la de otros productos. En aceite 

de semilla de mora Marion y Evergreen se han encontrado relaciones de 4,1/1 y 2,7/1, 

respectivamente (Bushman et al., 2004). 

Contenido de fibra dietética 

Por otra parte, el SPIM presentó un alto contenido de fibra dietética, -60 g-100 g-1 en base 

seca, por lo que se podría considerar' como una fuente importante de este compuesto. De 

hecho, los concentrados de fibra dietética de frutas presentan, en general, una mejor 

calidad nutricional que los obtenidos de cereales debido a la presencia de cantidades 

significantes de compuestos bioactivos asociados (flavonoides, carotenoides, etc.) y a su 

composición balanceada (mayor contenido de fibra, proporción de fibra dietética 

soluble/insoluble, menor valor calórico, mayor capacidad de retención de agua y grasa) 

con respecto a la fibra de cereales (Saura-Calixto, 1998; Laurrari, 1999). Recientemente se 

ha investigado específicamente sobre la utilización de fibra dietética obtenida de residuos 

del procesamiento de frutas para el enriquecimiento de productos como panes y galletas: 

melocotón (Grigelmo-Miguel et al., 1999), cítricos (Figuerola et al., 2005), mango ( Ajila et 

al., 2007; Vergara-Valencia et al., 2007) y manzana (Rupasinghe et al., 2008). El 

subproducto de mora podría constituir una fuente importante de fibra dietética 

antioxidante con potenciales aplicaciones en alimentos. 

Contenido de compuestos fenólicos y capacidad antioxidante 

En el Cuadro IV se muestra el contenido de los compuestos polifenólicos principales 

encontrados en el subproducto de mora, antocianinas y elagitaninos, siendo los últimos los 

que se encontraron en mayor cantidad (4,6 veces mayor que las antocianinas). Estos 



55 

valores fueron mayores a los reportados por Gancel et al. (2011), quienes analizaron un 

subproducto de mora (residuo grueso obtenido del despulpado de mora) similar al 

utilizado en este proyecto. Estos autores reportaron valores de antocianinas de 41,3 mg 

cianidina-3-glucósido·lOO g-1 y elagitaninos de 111,4 mg ácido elágico·100 g-1 • 

Según Siriwoharn y Wrolstad (2004), las semillas de mora contienen las mayores 

cantidades de ETs y ácido elágico (AE) comparados con otras partes de la fruta como la 

pulpa o la cáscara. De hecho, el 88 % de los ETs y AE se encuentran en las semillas en 

comparación al 12 % que se encuentra en la pulpa. En la mora, los derivados de AE pueden 

estar presentes en cantidades entre 1,2 y 3,0 mg·100 g-i, mientras que los ETs están entre 

51,1 y 68,2 mg·lüO g-1 (Siriwoharn et al., 2005). 

De la misma manera, el contenido de polifenoles totales (PT) y la capacidad antioxidante 

en el SPIM fueron superiores con respecto a los obtenidos por Gancel et al. (2011) en el 

residuo de mora, los cuales reportaron valores de 598 mg ácido gálico·100 g-1 (Cuadro VII) 

y 69 µmol equivalentes de trolox·g-i, respectivamente. Además, en la Figura 17 se aprecia 

que el SPIM presenta un contenido d~ PT importante e inclusive superior con respecto a 

una gran cantidad de frutas como la piña, naranja, mango, tomate de árbol, maracuyá, 

mamón chino, granadilla, carambola, guayaba, cas, marañón y mora, entre otros. 

1200 

900 

600 
Ol 

.§. 300 

Figura 17. Comparación del contenido de polifenoles totales de 35 frutas tropicales 
(González et al., 2011) y el SPIM. AGE= equivalentes de ácido gálico. 



Por otra parte, en el Cuadro VI se muestra la comparación del contenido total de 

polifenoles en diferentes subproductos de frutas con respecto al subproducto obtenido del 

procesamiento industrial de mora (SPIM). 

Cuadro VI. Comparación del contenido de polifenoles totales de subproductos obtenidos 
de diferentes frutas y el subproducto de mora (SPIM). 

Polifenoles totales 
Subproducto de (mgAG·lOO g-1) 

n Autor frutas Base Base 
húmeda seca 

SPIM 959±103* 1613±176* 3 NA 

Piña NR 3 Silva et al. (2014) 

Acerola NR 3 Silva et al. (2014) 

Marañón NR 6588±370** 3 Silva et al. (2014) 

Guayaba NR 3 Silva et al. (2014) 

Guanabana NR 1440±22** 3 Silva et al. (2014) 

Papaya NR 3 Silva et al. (2014) 

Mango NR 3 Silva et al. (2014) 

Maracuyá NR 451±41** 3 Silva et al. (2014) 
----------------------- -- ------- ---- -- ---- -------------------------------------------------------------------------

1160±100 -
Uva NR 26 O±l8o** 3 Deng et al. (2011) ___________ ____ _____________ ________ ________ ______ __ ? _________________________________________ ___ ______________ ___ _ 
Mora (R. adenotrichos) 598±60** NR 3 Gancel et al. (2011) 

Granada real 1005±120** NR 3 Viuda-Martas et al. (2011) 

Grosella negra 1140-8680**"" NR NR Kapasakalidis et al. (2006) 
-- ---------- ------------------------------------------------------------- ---- -------- ------- --------- --------------
Manzana NR 3342±12** 3 Wolfe & Liu (2003) 

*Valores reportados como promedio ± inteIValo de confianza con un nivel de confianza del 95 %. **Valores 
reportados como promedio ±desviación estándar. ***Valores reportados como rango de polifenoles totales. n= 
número de repeticiones. NA= no aplica. NR= no reportado. 

Según la información recopilada en este cuadro, se puede apreciar que el SPIM presenta un 

contenido inferior de PT con respecto a los subproductos de piña, acerola, marañón, 

guayaba y manzana (valores reportados en mg AG·100 g-1 de subproducto en base seca) y 

grosella negra (vafor reportado en mg AG·100 g-1 de subproducto en base húmeda). Por 

otra parte, el SPIM presenta mayor contenido de polifenoles totales que el subproducto de 

papaya, mango y maracuyá (en base seca) y que el subproducto de mora (base húmeda); 
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además, muestra valores similares a los reportados en los subproductos de guanabana y 

uva (en base seca) y granada real (en base húmeda). 

Es importante indicar que, en la determinación de polifenoles totales, el reactivo Folin­

Ciocalteu no es suficientemente específico para los compuestos fenólicos y puede 

reaccionar con compuestos no fenólicos como aminoácidos, azúcares reductores y vitamina 

C (González, 2011). Para la determinación de polifenoles totales en el SPIM se realizó una 

corrección pasando los extractos obtenidos por medio de un cartucho de extracción OASIS 

7 HLB 6cc (Waters Corporation, Milford, MA), de tal manera que el valor de polifenoles 

totales se reportó eliminando las interferencias (Georgé et al., 2005). Según las referencias 

utilizadas en el Cuadro VI, excepto en el caso del estudio de Gancel et al. (2011), para la 

determinación de polifenoles totales los autores no indican si fue realizada la corrección 

por interferencias, por lo que los valores reportados para los subproductos de las diferentes 

frutas podrían estar sobreestimados. 

También hay que tomar en cuenta que el contenido de los polifenoles que quedan 

retenidos en el subproducto puede variar según el tipo de extracción y los pretratamientos 

a los que se sometan las frutas durante el procesamiento industrial de las mismas. La 

información mostrada en la Figura 17 y en el Cuadro VI permite concluir que el SPIM tiene 

un alto potencial para ser utilizado como materia prima para la extracción de polifenoles. 

4.6 Conclusiones y recomendaciones 

4.6.1 Conclusiones 

• Los ácidos grasos presentes en el subproducto de mora (SPIM) son principalmente 

ácidos poli-insaturados (84,5 % m/m), siendo rico en ácido linoleico (w-6) y 

linolénico (w-3). Asimismo, la relación w-6/w-3 en la fracción lipídica del SPIM fue 

de 3,6/1, por lo cual se podría considerar como una relación adecuada comparada 

con la de otros productos similares. 
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• El SPIM presentó un alto contenido de fibra dietética, 60 g-100 g-1 en base seca, por 

lo que se podría considerar como una fuente importante de este compuesto, con 

potenciales aplicaciones en alimentos. 

• Los compuestos polifenólicos principales encontrados en el subproducto de mora 

fueron antocianinas (55 mg cianidina-3-glucósido-100 g-1) y elagitaninos (252 mg 

ácido elágico·lOO g-1), siendo los últimos los que se encontraron en mayor cantidad 

(4,6 veces mayor que las antocianinas). 

• El subproducto de mora presentó un contenido de polifenoles totales importante 

(959 mg ácido gálico·lOO g-1) e inclusive superior con respecto a una gran cantidad 

de frutas como la guanabana, piña, naranja, mango, tomate de árbol, maracuyá, 

mamón chino, granadilla, carambola, guayaba, cas, marañón, mora, entre otros. 

Esto indica que el SPIM tiene un alto potencial para ser utilizado como materia 

prima para la extracción de polifenoles. 

4.6.2 Recomendaciones 

• Caracterizar los compuestos que constituyen la fibra dietética presente en el 

subproducto de mora para definir el contenido de fibra soluble e insoluble. 

• Evaluar el procesamiento industrial del subproducto de mora para obtener otros 

productos o ingredientes funcionales como la fibra dietética y el aceite rico en 

ácidos grasos omega 3. 
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V. PRUEBAS PRELIMINARES 

Antes de realizar las actividades correspondientes a los diferentes objetivos planteados en 

el proyecto de investigación (pruebas definitivas), se realizaron diferentes pruebas 

preliminares con el fin de definir ciertas condiciones del proceso de extracción de 

polifenoles. En total se realizaron cinco pruebas preliminares, para cada una de ellas se 

describe la metodología aplicada; además se muestran y se discuten brevemente los 

resultados obtenidos. Finalmente, se mencionan las principales conclusiones y 

recomendaciones derivadas de estas pruebas. 

5.1 Evaluación de la actividad lateral ~-glucosidasa de diferentes 

preparados enzimáticos comerciales 

Debido a que la mora y principalmente el subproducto -que se obtiene del procesamiento 

de mora- son ricos en paredes celulares, se eligieron preparados enzimáticos comerciales 

disponibles en el CITA, con actividad pectinolítica y celulolítica. Esto debido a que las 

enzimas con actividad pectinolítica son frecuentemente utilizadas en el procesamiento 

industrial de bayas para facilitar la extracción de jugo y de polifenoles (Puupponen-Pimia 

et al., 2008; Wang et al., 2009). 

Algunos de estos preparados con actividad pectinolítica pueden tener una actividad ~­

glucosidasa lateral, lo que provoca la deglicosilación de polifenoles con glicósidos (ejemplo, 

antocianinas, elagitaninos) (Day et al., 1998). Esta enzima ataca los enlaces glicosílicos en 

posición beta. Durante el proceso de extracción de elagitaninos con el preparado 

enzimático no se va a aplicar una inactivación debido a la posible degradación térmica de 

estos compuestos. Por estas razones se evaluó la actividad lateral ~-glucosidasa de los 

diferentes preparados enzimáticos comerciales utilizados. 

Se evaluaron tres preparados enzimáticos comerciales: Depol™ 40L, Ultrazym® AFP-L y 

Enzeco® Pectinase VM, los cuales fueron almacenados en refrigeración (4 ºC). En el 

Cuadro VII se presenta una síntesis de la información disponible sobre las características 

principales de los distintos preparados enzimáticos, cuyas fichas técnicas se presentan en 

el Anexo 10.1. 



Cuadro VII. Características de los preparados enzimáticos comerciales utilizados para 
evaluar el efecto de alguna actividad lateral p-glucosidasa de los preparados. 

Preparado Productor Actividad Actividad Fuente 
enzimático declarada* principal 

Pectinasas, 

Depol™40L Biocatalysts Celulasa= 1 200 U/g poligaracturonasas, Aspergillus sp, 
PG= 8ooU/g celulasas y Trichoderma sp 

hemicelulasas 

Ultrazym®AFP-L NovozymesA/S 3 400 FDU20/mL pectinasa y celulasa Aspergillus niger y 
Trichoderma reesei 

Enzeco® Pectinase Enzyme Development PG= ~ 1300 U/g; poligalacturonasa y NS 
VM Corporation (EDC) PE= ~400U/g pectinesterasa 

*U= unidad de actividad enzimática; FDU= ferment depectinization units; PG= poligaracturonasa; PE= 
pectinmetilesterasa. NS= información no suministrada. 

5.i.1 Metodología 

Diseño experimental 

Se evaluó la actividad lateral P-glucosidasa de tres diferentes preparados enzimáticos 

comerciales, sobre la concentración de antocianinas y elagitaninos de jugo de mora (Rubus 

adenotrichos) clarificado mediante MF tangencial, el cual se obtuvo siguiendo el 

procedimiento descrito por Soto (2010). Se escogió el jugo de mora ya que es una fuente 

rica de estos compuestos. Se aplicó un diseño irrestricto aleatorio, donde los tratamientos 

correspondían a los diferentes preparados enzimáticos (ver Cuadro VIII). 

Cuadro VIII. Diseño experimental para la evaluación del efecto de la actividad lateral P­
glucosidasa de diferentes tratamientos enzimáticos comerciales. 

Tratamiento Preparado enzimático 

Control Sin preparado enzimático/ oh de incubación (control) 

1 Ultrazym® AFP-L/ Cn= 500 mg·kg-1/ 24 h de incubación 

2 Ultrazym® AFP-L / enzima inactivada/ 24 h de incubación 

3 Enzeco® Pectinase VM/ Cn= 500 mg·kg-1/ 24 h de incubación 

4 Enzeco® Pectinase VM / enzima inactivada/ 24 h de incubación 

5 Depol™ 40L/ Cn=.500 mg·kg-1/ 24h de incubación 

6 Depol™ 40L/ enzima inactivada/ 24 h de incubación 
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Como ya se mencionó, estos preparados se seleccionaron a partir de la información 

obtenida de las fichas técnicas suministradas por los proveedores y según la 

caracterización de la materia insoluble en alcohol y agua (MIAA) de pulpa de mora de la 

misma variedad utilizada en este estudio, realizada por Cozzano (2007). Cada tratamiento 

se realizó por tripicado. 

Procedimiento 

En tubos de ensayo de 150 mm x 25 mm se agregaron 20 mL de jugo de mora clarificado 

cuyo pH fue ajustado a 5,0 (se utilizó NaOH 1 M) ya que éste es el pH óptimo para la 

actividad de la ~-glucosidasa (Gómez-Plaza et al., 2010). Posteriormente, se agregó el 

preparado enzimático a una concentración de 500 mg·kg-i, se escogió esta concentración 

para asegurar la acción de la enzima. Además, se aplicaron otros tres tratamientos los 

cuales consistían en agregar cada uno de los tres preparados ya mencionados, pero 

inactivándolos previamente. Las enzimas se inactivaron a 90 ºC durante 5 min. Una vez 

inactivadas las enzimas se agregó el inismo volumen añadido en los otros tratamientos a 

los tubos de ensayo con el jugo de mora clarificado, como se muestra en la Figura 18. 

Finalmente los tubos de ensayos se taparon con papel parafinado y papel aluminio, y se 

colocaron en una incubadora con temperatura controlada de 37 ºC, que corresponde a la 

temperatura óptima de la ~-glucosidasa (Day et al., 1998). Las muestras se mantuvieron en 

la cámara de incubación durante 24 horas. Se utilizó una muestra control (sin enzima) que 

no se colocó en la incubadora, a la cual se le realizaron los análisis de antocianinas y 

elagitaninos por HPLC, estos análisis se decribieron en la sección 4-4-2. 

Análisis estadístico 

Con los resultados obtenidos se realizó un análisis de varianza (ANDEVA) y los promedios 

se compararon (para cada tratamiento) con respecto al tratamiento control utilizando la 

prueba de Dunnett (p<o,05); además, los promedios fueron comparados (para cada 

tratamiento, sin tomar el cuenta el control) utilizando la prueba de Tukey (p<o,05). Se 

utilizó el programa estadístico Statistica 7 (Statsoft®, USA). 
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Figura 18. Esquema del procedimie:qto para la evaluación del efecto de la actividad lateral 
~-glucosidasa de diferentes tratamientos enzimáticos comerciales. 

5.1.2 Resultados 

Según los resultados que se muestran en el Cuadro IX, ninguno de los tratamientos en 

donde se aplicaron los diferentes preparados enzimáticos comerciales, causó una 

disminución o degradación de los elagitaninos al compararlos con el control. Por lo tanto, 

se podría decir que no tienen una actividad lateral ~-glucosidasa. En cuanto al contenido 

de antocianinas en todos los tratamientos las muestras de jugo presentaron diferencias 

significativas (p<o,05) con respecto al tratamiento control. Sin embargo, los jugos de los 

tratamientos en los que se aplicó el mismo preparado enzimático (con enzima y enzima 

inactivada) no presentaron diferencias significativas entre sí (p>o,05) en cuanto al 

contenido de antocianinas. Esto podría indicar que la disminución del contenido de 

antocianinas se debe a una degradación generada por las condiciones de temperatura y pH, 

aunque también pudieron ocurrir reacciones de oxidación. Según Patras et al. (2010) y 

Castañeda-Obando et al. (2009) la estabilidad de las antocianinas monoméricas en jugos y 

concentrados dependen de la temperatura, pH y contenido de sólidos. Para seleccionar un 



preparado enzimático para las pruebas definitivas se tomó en cuenta los resultados 

obtenidos por Soto (2010). Este autor encontró que el preparado Ultrazym® AFP-L tiene 

un buen desempeño en la extracción de antocianinas y elagitaninos de mora entera. 

Cuadro IX. Evaluación del efecto de la actividad lateral p-glucosidasa sobre el contenido 
de antocianinas y elagitaninos de jugo de mora clarificado (pH ajustado a 5,0) incubado a 
37 ºC durante 24 horas*. 

Tratamiento 

Sin preparado enzimático, o h (Control) 

1- Ultrazym® AFP-L, Cn== 500 mg·kg-1 

2- Ultrazym® AFP-L, enzima inactiva da 

3- Enzeco® Pectinase VM, Cn== 500 mg·kg-1 

4- Enzeco® Pectinase VM, enzima inactivada 

5- Depol™ 40L, Cn== 500 mg·kg-1 

6- Depol™ 40L, enzima inactivada 

Elagitaninos 
(mgácido 

elág ko·L-1 ) 

506±174 

515 ± 52b 

492 ± 2obc 

646 ± 8ª 

608 ± 22ª 

465 ± 29bc 

433 ± 28C 

Antocianinas 
(mg cianidina-3-

glucósido·L-1) 

492 ± 61 

365 ± 22ª** 

367±16ª** 

303 ± nb** 

343 ± 6ªb** 

339 ± 16ªb** 

359 ± 23ª** 

*Datos son reportados como promedio ± intervalo de confianza (n=3), con un nivel de confianza del 95 %. 
Promedios en una misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (Tukey, p<o,05). 
**Hay diferencias significativas con respecto al Control (Dunnett, p<o,05). 

5.2 Evaluación del efecto del preparado enzimático sobre la 

extracción de polifenoles a partir de un subproducto generado 

del procesamiento industrial de mora (SPIM) 

Diversos estudios realizados han encontrado un efecto positivo del uso de preparados 

enzimáticos sobre el aumento en el porcentaje de extracción de jugos de frutas y también 

un aumento en la extracción de compuestos bioactivos (entre ellos, polifenoles). Por esta 

razón se evaluó el efecto del uso del preparado enzimático Ultrazym® AFP-L (cuya 

principal actividad es pectinolítica, aunque contiene también actividad celulolítica) sobre 

la extracción de elagitaninos y antocianinas a partir de un subproducto generado del 

procesamiento industrial de mora. 
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5.2.1 Metodología 

Diseño experimental 

Se aplicó un diseño irrestricto aleatorio, donde los tratamientos correspondían a la 

presencia o ausencia del preparado enzimático (ver Cuadro X). Cada tratamiento se realizó 

con tres repeticiones. 

Cuadro X. Diseño experimental para la evaluación del efecto del uso de un preparado 
enzimático sobre la extracción de elagitaninos y antocianinas a partir de un subproducto 
generado del procesamiento industria de mora*. 

Tratamiento Preparado enzimático 

No enzima 

2 Ultrazym@.AFP-L, Cn= 250 mg·kg-1 

*La extracción se llevó a cabo a T= 50 ºC, relación agua/sólido= 1,0 g·g-1• 

Procedimiento 

Se siguió el procedimiento que se describe con detalle en la sección 6.1.2 con ciertas 

modificaciones. En los frascos de vidrio se agregaron 250 g del subproducto (SPIM) y 250 

g de agua (relación agua/sólido de 1 g·g-1
). La extracción se realizó a 50 ºC y después de 

transcurrir los primeros 5 min de mezclado se añadió el preparado enzimático por lo cual 

se tomaron muestras a los 5, 20, 35 y 65 min, para determinar la extracción de 

antocianinas y elagitaninos en los extractos (Ecuación 9, sección 6.1.2). A las muestras 

obtenidas, después de los 65 min de proceso, se les determinó el contenido de sólidos 

solubles (ºBrix), acidez titulable, el valor de pH, contenido de antocianinas y elagitaninos 

(estos análisis se describieron en las secciones 4-4-1 y 4.4.2). También a las muestras 

obtenidas a los 65 min se les determinó el valor de turbidez y el contenido de sólidos 

insolubles en suspensión. Estos análisis se describen a continuación: 

Turbidez: se determinó utilizando el turbidímetro (HACH, modelo 2100 AN, USA). 

Las muestras (30 mL) se agitan levemente cuatro veces y se toma la lectura a los 

30 s. Los valores se expresan en NTU (Nephelometric Turbidity Units). El equipo 
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fue calibrado previamente utilizando seis patrones de formazina con diferentes 

valores de turbidez: <0.01, 20, 200, 1000, 4000 y 7500 NTU. 

Sólidos insolubles en suspensión: se determinó según el método descrito por 

Vaillant et al. (2008). Se pesaron 40 g de la muestra·y se centrifugaron a 3900 x g 

por 15 min. El resultado se expresó en gramos de sólidos insolubles en suspensión 

por cada 100 gramos de extracto (g·lOO g-1) según la ecuación 7: 

SIS = msis x 100 
mm 

donde: 

SIS: sólidos insolubles en suspensión (g·100 g-1) 

msis: masa de los sólidos insolubles (g) 

mm: masa de la muestra (g) 

Análisis estadístico 

(Ecuación 7) 

Con los resultados obtenidos se realizó una prueba t-Student (p<o,05) para comparar los 

promedios de los diferentes parámetros analizados en los extractos obtenidos de los dos 

tratamientos aplicados. Para las curvas de extracción de los polifenoles se realizó un 

análisis de varianza (ANDEVA) para diseño factorial con el fin de evaluar la interacción de 

la adición o aplicación del preparado enzimático y el tiempo. Se utilizó el programa 

estadístico Statistica 7 (Statsoft®, USA). 

5.2.2 Resultados 

Según los resultados que se muestran en el Cuadro XI, se encontraron diferencias 

significativas en todos los parámetros físico-químicos evaluados, a excepción de los sólidos 

solubles (ºBrix). Se puede observar que la aplicación del preparado enzimático tiene un 

efecto positivo sobre la turbidez y los SIS (hay una disminución). Es importante tomar en 

cuenta estos dos últimos parámetros ya que el extracto obtenido posteriormente será 

sometido, a nivel de planta piloto, a un proceso de microfiltración tangencial (sección 7.2), 

en donde el contenido de SIS y la turbidez son parámetros que influyen en el desempeño y 

rendimiento de la operación. 



Cuadro XI. Evaluación del efecto del uso de un preparado enzimático sobre las 
propiedades físico-químicas del extracto clarificado obtenido a partir de un subproducto 
generado del procesamiento industrial de mora*. 

Parámetro 

Sólidos solubles (ºBrix) 

pH 

Acidez (g ·100 g-1) 

Sólidos insolubles en suspensión, 
SIS (g·100 g-1) 

Turbidez (NTU) 

Tratamiento** 

Con preparado Sin preparado 
enzimático enzimático 

2,14 ± 0,01ª 2,13 ± 0,06ª 

3,142 ± o,001b 3,20 ± 0,01ª 

0,678 ± 0,006ª 0,631 ± o,007b 

0,9± o,1b 1,34 ± 0,09ª 

72 ± 35b 627 ± 69ª 

*Datos son reportados como promedio ± intervalo de confianza (n=3), con un nivel de confianza del 
95 %. Promedios en una misma fila con letras diferentes son significativamente diferentes (t-Student, 
p<o,05). 
**Condiciones del proceso -7 Mezclado: T= 50 ºC, t= 5 min, relación agua/sólido= 1 g·g-1• Extracción: 
Ultrazym@, Cn= 250 mg·kg-1, T= 50 ºC, t= 60 min, relación agua/sólido= 1 g·g-1• 

La disminución en el valor de pH así como el aumento de la acidez en el extracto, durante 

el tratamiento con el preparado enzimático, puede ser el resultado de la formación de ácido 

galacturónico después de la degradación de las cadenas de pectinas (Demir et al., 2007), ya 

que durante el tratamiento con enzimas pectinolíticas, la protopectina y la pectina son 

degradadas en ácido galacturónico, incrementando así el ácido urónico, el contenido de 

metanol y la acidez total del producto (Demir et al., 2004). 

Con respecto a los SIS y a la turbidez, la Figura 19 ilustra mejor el efecto del preparado 

enzimático sobre estos parámetros y sobre la apariencia del extracto obtenido. La Figura 

19.a evidencia cómo la aplicación del tratamiento enzimático permite obtener un extracto 

más clarificado, con menor contenido de sólidos insolubles y asimismo menor turbidez, 

con respecto al tratamiento en el cual no se aplicó el preparado enzimático (Figura 19.b). 

La turbidez de la mayoría de jugos y extractos de frutas es causada principalmente por los 

polisacáridos presentes en estos productos tales como la pectina. La aplicación de 

pectinasas -como el preparado enzimático que se aplicó- disminuye el contenido de pectina 

y por lo tanto se da una reducción de la turbidez (Abdullah et al., 2007). 
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Figura 19. Comparación de la turbidez de dos extractos obtenidos a partir de suproducto 
industrial de mora: a) extracción con preparado enzimático; b) extracción sin preparado 
enzimático. 

En el Cuadro XII se observa que al aplicar el tratamiento enzimático se da un aumento en 

la extracción de antocianinas y de elagitaninos. El efecto del tratamiento enzimático sobre 

la extracción de estos compuestos se debe a la hidrólisis de la pared celular y a la liberación 

de las antocianinas y elagitaninos desde las vacuolas y apoplastos, además de aquellos que 

se encuentran asociados a la fibra dietética y a las proteínas, aumentando su disponibilidad 

en la fase acuosa, ya que son compuestos hidrosolubles (Hohn et al., 2005; Kalt, 2005; Li 

et al., 2006). 

Según las cinéticas que se muestran en las Figuras 20.a y 20.b, conforme aumenta el 

tiempo de proceso se da un incremento en la extracción de los compuestos fenólicos, tanto 

antocianinas como elagitaninos (p<o,05). Además, se observó una interacción entre el 

tiempo y la adición de enzima (Ultrazym@ AFP-L), ya que en la curva sin preparado 

enzimático el aumento de extracción tiende a ser menor con respecto a la curva con 

tratamiento enzimático (ver Cuadros A-XII y A-XIII, Anexo 10.3). Se observa que en la 

cinética de extracción de las muestras con adición de enzima, se da un aumento continuo y 

es significativamente mayor con respecto a las muestras sin enzima (p<o,05), siendo a los 
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65 min del proceso (60 min de extracción), donde se da la mayor extracción como se 

muestra en el Cuadro XII (~25 % antocianinas y ~i9% elagitaninos). 

Cuadro XII. Evaluación del efecto del uso de un preparado enzimático sobre el 
contenido y extracción de compuestos polifenólicos *. 

Parámetro 

Antocianinas (mg cianidina-3-glucósido·L-1) 

Elagitaninos (mg ácido elágico·L-1) 

Extracción de antocianinas (%) 

Extracción de elagitaninos (% ) 

Tratamiento** 

Con preparado 
enzimático 

557 ± 20ª 

Sin preparado 
enzimático 

136 ± 4b 

469 ± 27b 

16,6 ± o,9b 

12,5 ± o,9b 

*Datos son reportados como promedio ± intervalo de confianza (n=3), con un nivel de confianza del 
95 %. Promedios en una misma fila con letras diferentes son significativamente diferentes (t-Student, 
p<o,05). 
**Condiciones del proceso -7 Mezclado: T= 50 ºC, t= 5 min, relación agua/sólido= 1 g·g-1• Extracción: 
Ultrazym@, Cn= 250 mg·kg-i, T= 50 ºC, t= 60 min, relación agua/sólido= 1 g·g-1 • 
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Figura 20. Evaluación del efecto del tratamiento enzimático sobre el porcentaje de 
extracción de compuestos polifenólicos (condiciones del proceso de extracción: T= 50 ºC, 
relación agua/sólido= 1 g·g-1), a partir de subproducto del procesamiento de mora (barras 
indican intervalo de confianza al 95 %, n=3): a) extracción de antocianinas; b) extracción 
de elagitaninos. 
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5.3 Selección de la temperatura del proceso de extracción de 

polifenoles a partir del SPIM 

Debido a que el preparado enzimático seleccionado, Ultrazym® AFP-L, tiene un rango 

óptimo de temperatura entre 40 y 60 ºC (Novozymes, 2001; Novozymes, 2002), se evaluó 

el efecto de la temperatura del proceso de extracción acoplado a un tratamiento 

enzimático. 

5.3.1 Metodología 

Diseño experimental 

Se aplicó un diseño irrestricto aleatorio, donde los tratamientos correspondían a las 

diferentes temperaturas (ver Cuadro XIII). La temperatura se evaluó como un factor 

nominal. Cada tratamiento se realizó ~on tres repeticiones. 

Cuadro XIII. Diseño experimental para la evaluación del efecto de la temperatura sobre 
la extracción de elagitaninos y antocianinas a partir de un subproducto generado del 
procesamiento industrial de mora*. 

Tratamiento 

l 

2 

3 

Teinperatura(ºC) 

40 

50 

60 

*La extracción se llevó a cabo con el preparado enzimático 
comercial Ultrazym® AFP-L, Cn= 250 mg·kg-i, relación 
agua/sólido= 1,0 g·g-1• 

Procedimiento 

Igualmente se siguió el procedimiento que se describe con detalle en la sección 6.1.2 con 

ciertas modificaciones. En los frascos de vidrio se agregaron 250 g del subproducto (SPIM) 

y 250 g de agua (relación agua/sólido de 1 g·g-1). Después de transcurrir los primeros 5 min 
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de mezclado se añadió el preparado enzimático por lo cual se tomaron muestras a los 5, 20, 

35 y 65 min de proceso para determinar la extracción de antocianinas y elagitaninos en los 

extractos (Ecuación 9, sección 6.1.2). A las muestras obtenidas después de los 65 min de 

extracción, se les determinó el contenido de sólidos solubles (ºBrix), acidez titulable, el 

valor de pH, contenido de antocianinas y elagitaninos, sólidos insolubles en suspensión y 

turbidez (secciones 44.1, 4.4.2 y 5.2.1). 

Análisis estadístico 

Con los resultados obtenidos se realizó un análisis de varianza (ANDEVA) para cada 

variable respuesta y los promedios se compararon (para cada tratamiento) utilizando la 

prueba de Tukey (p<o,05). Para las curvas de extracción de los polifenoles se realizó un 

análisis de varianza (ANDEV A) para diseño factorial con el fin de evaluar la interacción de 

de la temperatura y el tiempo. Se utilizó el programa estadístico Statistica 7 (Statsoft®, 

USA). 

5.3.2 Resultados 

Según los resultados que se muestran en el Cuadro XIV, se encontraron diferencias 

significativas (p<o,05) entre los tratamientos con respecto a los promedios de sólidos 

solubles (ºBrix), pH y turbidez. Se puede observar que con el tratamiento a 60 ºC se obtuvo 

un extracto con un mayor contenido de sólidos solubles (ºBrix), posiblemente por una 

hidrólisis térmica de los polisacáridos en azúcares libres; además pudo ocurnr un 

ablandamiento de las células propiciando la liberación de azúcares y ácidos. 

Asimismo, el extracto obtenido a 60 ºC presentó una mayor turbidez con respecto a los 

otros extractos, como se aprecia en el Cuadro XIV. Este aumento de la turbidez puede 

explicarse debido a la mayor liberación de partículas insolubles provenientes de la 

superficie de las semillas, debido a una mayor hidrólisis térmica cuando la temperatura del 

tratamiento se incrementa. 



72 

Cuadro XIV. Evaluación del efecto del uso de la temperatura sobre las propiedades 
físico-químicas del extracto clarificado obtenido a partir de un subproducto generado del 
procesamiento industrial de mora*. 

Tratamiento** 
Parámetro 

4oºC 5oºC 6oºC 

Sólidos solubles (ºBrix) 2,18 ± o,01b 2,14 ± o,01b 2,32 ± 0,06ª 

pH 3,09 ± o,04b 3,142 ± 0,001 b 3,173 ± 0,001ª 

Acidez (g·100 g-1) 0,65 ± 0,02ª 0,678 ± 0,006ª 0,67 ± 0,02ª 

Sólidos insolubles en suspensión, 
0,89± 0,1ª 0,9± 0,1ª 0,85 ± 0,09ª SIS (g·lOO g-1) 

Turbidez (NTU) 34±14b 72 ± 35b 141 ± 32ª 

*Datos son reportados como promedio ± intervalo de confianza (n=3), con un nivel de confianza del 95 %. 
Promedios en una misma fila con letras diferentes son significativamente diferentes (Tukey, p<o,05). 
**Condiciones del proceso -7 Mezclado: t= 5 min, relación agua/sólido= 1 g·g-1 • Extracción: Ultrazym®, Cn= 
250 mg·kg-1, t= 60 min, relación agua/sólido= 1 g·g-1• 

Al evaluar el efecto de la temperatura sobre la extracción de los compuestos fenólicos, se 

puede notar en las Figuras 21.a y 21.b que conforme aumenta e! tiempo se incrementa el 

porcentaje de extracción de antocianinas y elagitaninos, respectivamente (p<o,05); sin 

embargo a 40 ºC se da el menor porcentaje de extracción de estos compuestos a lo largo del 

tiempo (p<o,05). Además, se observó una interacción entre el tiempo y la temperatura (ver 

Cuadros A-XXIII y A-XXIV, Anexo 10.4) ya que la extracción a 40 ºC se mantuvo casi 

constante a lo largo del tiempo de proceso. Por otra parte, el comportamiento de la cinética 

de extracción a 60 ºC y 50 ºC fue muy similar; se observa que a estas temperaturas se da un 

mayor incremento del porcentaje de extracción de las antocianinas y elagitaninos 

conforme aumenta el tiempo del proceso, esto con respecto a la extracción a 40 ºC. 

A los 60 min de extracción, no se presentaron diferencias significativas en el procentaje de 

extracción de elagitaninos y antocianinas, tanto a 50 ºC como a 60 ºC. Sin embargo, a la 

temperatura de 60 ºC, la concentración de elagitaninos y antocianinas en el extracto fue 

significativamente mayor (p<o,05) como se muestra en el Cuadro XV. Datos similares 

fueron encontrados por Ghafoor et al. (2009), estos autores determinaron una 

temperatura óptima para la extracción de polifenoles totales, antocianinas y capacidad 

antioxidante a partir de semilla de uva (Vitis vinifera), de 56,03 ºC; 60,65 ºC y 55,13 ºC, 



.g 10 
·¡¡ 
u 
E 
';( ~. 
w 

73 

respectivamente. El estudio realizado por <;am y Aaby (2010) encontró que la temperatura 

tenía, principalmente, un efecto lineal positivo sobre la extracción de los polifenoles, 

extraídos a partir de residuo de manzana, cuando la relación de agua/sólido era constante; 

es decir, al aumentar la temperatura, aumentaba de forma lineal la extracción de los 

polifenoles totales (<;am &Aaby, 2010). 

Tiempo (min) 

--40ºC 
__._ 50ºC 

-- 60ºC 
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Figura 21. Evaluación del efecto de la temperatura sobre el porcentaje de extracción de 
compuestos polifenólicos (condiciones del proceso de extracción: Ultrazym®, Cn=250 
mg·kg-i, relación agua/sólido= 1 g·g~1), a partir de subproducto del procesamiento de mora 
(barras indican intervalo de confianza al 95 %, n=3): a) extracción de antocianinas; b) 
extracción de elagitaninos. 

Cuadro XV. Evaluación del efecto de la temperatura sobre el contenido y extracción de 
compuestos polifenólicos *. 

Tratamiento** 
Parámetro 

4oºC 5oºC 6oºC 

Antocianinas (mg cianidina-3-glucósido·L-1) 100 ± 2C 158 ± 6b 194 ± 2ª 

Elagitaninos (mg ácido elágico·L-1) 296 ± 27c 557 ± 2ob 731±123ª 

Extracción de antocianinas (%) 14,3 ± o,6b 24,9 ± 0,06ª 26 ± 2ª 

Extracción de elagitaninos (%) 9,2 ± o,7b 19,1 ± 0,4ª 22 ± 4ª 

*Datos son reportados como promedio ± intervalo de confianza (n=3), con un nivel de confianza del 95 %. 
Promedios en una misma fila con letras diferentes son significativamente diferentes (Tukey, p<o,05). 
**Condiciones del proceso-¿ Mezclado: t= 5 min, relación agua/sólido= 1 g·g-' . Extracción: ffitrazym®, Cn= 
250 mg·kg-1, t= 60 min, relación agua/sólido= 1 g-g-1• 
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El alcance de estos procesos de extracción es determinar las condiciones de tratamiento 

más adecuadas, especialmente el perfil de temperatura (temperatura - tiempo de proceso), 

de tal forma que se maximice los factores de calidad del producto sometido al tratamiento 

térmico (ejemplo, retención degradación de los antioxidantes, inactivación microbiológica, 

entre otros) (Holdsworth & Simpson, 2007). Debido a que el extracto presentó una mayor 

concentración de elagitaninos al realizar el proceso a 60 ºC y esta temperatura está dentro 

del rango óptimo de acción del preparado enzimático Ultrazym® AFP-L, se decidió utilizar 

esta temperatura para realizar los futuros ensayos de extracción. 

5.4 Selección del tiempo del proceso de extracción de polifenoles a 

partir del SPIM 

Una vez seleccionados el preparado enzimático y la temperatura, se decidió evaluar el 

efecto del tiempo del proceso de extracción acoplado a un tratamiento enzimático, con el 

fin de seleccionar un tiempo a utilizar en las pruebas definitivas. 

5.4.1 Metodología 

Diseño experimental 

Mediante la aplicación de un diseño irrestricto aleatorio, utilizando el preparado 

Ultrazym® AFP-L a una temperatura de 60 ºC y una relación agua/sólido de 2,0 g·g-1 

(condiciones del punto central, ver sección 6.1.1), se evaluó el tiempo como un factor 

nominal con el fin de elegir un tiempo de extracción. Se eligió evaluar tres tiempos para el 

proceso de extracción, sin tomar en cuenta los primeros 5 min de mezclado (después de los 

cuales se añade el preparado enzimático): 30 min, 60 min y 120 min, debido a que en las 

cinéticas se mostró un aumento en el porcentaje de extracción de los compuestos fenólicos 

al aumentar el tiempo (Figuras 21.a y 21.b). Cada tratamiento se realizó con tres 

repeticiones. Los distintos tratamientos se muestran en el Cuadro XVI. 
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Cuadro XVI. Diseño experimental para la evaluación del efecto del tiempo sobre la 
extracción de elagitaninos y antocianinas a partir de un subproducto generado del 
procesamiento industrial de mora*. 

Tratamiento 

l 

2 

3 

Tiempo (min) 

30 

60 

120 

*La extracción se llevó a cabo con el preparado enzimático 
comercial Ultrazym@ AFP-L, Cn=250 mg·kg-i, T=6o ºC, 
relación agua/sólido= 2,0 g·g-1 • 

Procedimiento 

Se seguió el procedimiento que se describe con detalle en la sección 6.1.2. A los extractos 

obtenidos en cada tratamiento se les determinó el pH, ºBrix, humedad, acidez titulable, 

concentración de antocianinas y 6!lagitaninos, capacidad antioxidante (ORAC-H) y 

contenido de polifenoles totales, sólidos insolubles en suspensión y turbidez (secciones 

4-4.1 - 4.4.3 y 5.2.1); además se determinó la extracción de antocianinas y elagitaninos 

(Ecuación 9, sección 6.1.2). 

Análisis estadístico 

Con los resultados obtenidos se realizó un análisis de varianza (ANDEVA) para cada 

variable respuesta y los promedios se compararon (para cada tratamiento) utilizando la 

prueba de Tukey (p<o,05). Se utilizó el programa estadístico Statistica 7 (Statsoft®, USA). 

5.4.2 Resultados 

Se evaluaron tres tiempos de extracción con el objetivo de fijar un tiempo para realizar 

posteriormente la optimización del proceso de extracción con respecto a los factores 

relación agua/sólido y concentración del preparado enzimático (ver sección 6.2). Como se 
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muestra en el Cuadro XVII a los 120 min el extracto presentó una mayor acidez con 

respecto a los otros extractos, y una mayor turbidez, lo cual está asociado a un mayor 

contenido de SIS extraídos durante el proceso. A un tiempo de 60 min el extracto presentó 

la menor turbidez y el menor contenido de SIS; además, a este tiempo el extracto obtuvo 

una mayor concentración de ATCs en base seca y una mayor extracción de estos 

compuestos como se muestra en el Cuadro XVIII y en la Figura 22, respectivamente. Por 

otra parte, a pesar de que no se presentaron diferencias significativas en el contenido de 

ETs entre los diferentes extractos (ver Cuadro XVIII), el porcentaje de extracción de estos 

compuestos fue significativamente mayor a los 120 min (p<o,05), como se muestra en la 

Figura 22. 

Cuadro XVII. Evaluación del efecto del tiempo sobre las propiedades físico-químicas del 
extracto clarificado obtenido a partir de un subproducto generado del procesamiento 
industrial de mora*. 

Tratamiento** 
Parámetro 

3omin 6omin 12omin 

Humedad (g-100 g-1) 98,9 ± o,oª 98,9 ± o,oª 98,8 ± o,ob 

Sólidos solubles (ºBrix) 1,55 ± 0,08ª 1,42 ± 0,09ª 1,59 ± 0,09ª 

pH 3,19 ± o,02b 3,18 ± o,01b 3,23 ± 0,01ª 

Acidez (g·100 g-1) 0,373 ± 0,004 b 0,382 ± o,001b 0,395 ± 0,006ª 

Sólidos insolubles en suspensión, 0,53 ± 0,03ª 0,46± o,03b 0,50 ± o,02ªb 
SIS (g·lOO g-1) 

Turbidez (NTU) 48 ± 9ª 32±5b 58 ± 2ª 

*Datos son reportados como promedio ± intervalo de confianza (n=3), con un nivel de confianza del 95 %. 
Promedios en una misma fila con letras diferentes son significativamente diferentes (Tukey, p<o,05). 
**Condiciones del proceso -7 Mezclado: t= s min, T= 60 ºC, relación agua/sólido= 2,0 g·g-1 • Extracción: 
Ultrazym@, Cn= 250 mg·kg-1, T= 60 ºC, relación agua/sólido= 2,0 g·g-1• 

En cuanto a la capacidad antioxidante, el extracto obtenido a los 30 min presentó el menor 

valor en base seca; entre los extractos de 60 min y 120 min no se mostraron diferencias 

significativas en la capacidad antioxidante (p>o,05). Por otra parte, se observó un 

aumento significativo en el contenido de polifenoles totales de los extractos conforme 

aumentaba el tiempo de extracción (ver Cuadro XVIII). 
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Cuadro XVIII. Evaluación del efecto del tiempo sobre el contenido de compuestos 
polifenólicos y capacidad antioxidante del extracto clarificado obtenido a partir de un 
subproducto generado del procesamiento industrial de mora*. 

·Tratamiento** 
Parámetro 

3omin 6omin 12omin 

Antocianinas (mg cianidina-3-glucósido·g-r, BS) 3,2 ± o,1b 4.4 ± o,6ª 2,9 ± o,2b 

Elagitaninos (mg ácido elágico·g-1, BS) 40 ± 2ª 35,7 ± 0,9ª 39 ± 3ª 

Capacidad antioxidante, ORAC-H 950 ± 59b 1220 ± 98ª 1157 ± 84ª (µmol equivalentes de trolox·g-r, BS) 

Polifenoles totales (mg ácido gálico·g-1, BS) 83 ±3c 87,3 ± o ,7b 96,8 ± 0,9ª 

*Datos son reportados como promedio ± intervalo de confianza (n=3), con un nivel de confianza del 95 %. 
Promedios en una misma fila con letras diferentes son significativamente diferentes (Tukey, p<o,05). 
**Condiciones del proceso -7 Mezclado: t= 5 min, T= 60 ºC, relación agua/sólido= 2,0 g·g-1• Extracción: 
Ultrazym@, Cn= 250 mg·kg-1, T= 60 ºC, relación agua/ sólido= 2,0 g·g-1• BS= base seca del extracto. 
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Figura 22. Evaluación del efecto del tiempo sobre la extracción de compuestos 
polifenólicos (condiciones del proceso de extracción: Ultrazym@, Cn= 250 mg·kg-1, T= 60 
ºC, relación agua/sólido= 2,0 g·g-1), a partir de subproducto del procesamiento de mora 
(barras indican intervalo de confianza al 95 %, n=3). Barras con letras mayúsculas 
(antocianinas) y letras minúsculas (elagitaninos) diferentes son significativamente 
diferentes (Tukey, p<o,05). 



El estudio realizado por Cisse et al. (2012) mostró que el proceso de extracción de 

antocianinas, a partir de rosa de Jamaica seca, era más eficiente al utilizar temperaturas 

altas y tiempos cortos de extracción; es decir, la combinación de tiempos bajos y 

temperaturas altas permitió obtener extractos con una mayor concentración de 

antocianinas y una mayor capacidad antioxidante (ORAC-H). Al parecer el contenido de 

antocianinas puede decrecer cuando los tiempos de extracción son prolongados. Un 

problema común en la optimización de los procesos de extracción es que el tiempo de 

operación que genere el menor costo difiere del tiempo que proporciona el mejor 

rendimiento (eficacia). En este caso el tiempo de proceso se convierte en el parámetro 

independiente cuyo valor determina ambos criterios: costo mínimo y rendimiento máximo. 

La importancia relativa de los dos criterios contradictorios debe ser juzgada con el fin de 

obtener un tiempo de extracción factible (Tzia, 2003). 

Analizando los resultados obtenidos en el Cuadro XVIII y la Figura 22, se decidió elegir el 

tiempo de 60 min porque se observa que, a partir de este tiempo, la extracción de los 

elagitaninos llega a ser constante y más bien se puede dar una degradación de algunos 
' compuestos, como es el caso de las antocianinas, debido a la exposición al calor por un 

tiempo prolongado como sería 120 min (ver Figura 22). Además, el extracto obtenido a los 

60 min presentó el menor contenido de SIS y turbidez (parámetros importantes para el 

proceso de microfiltración). Aplicar altos tiempos de extracción implica un aumento en el 

gasto energético y conlleva un mayor tiempo de proceso, por lo cual, de acuerdo con los 

resultados obtenidos, fijar un tiempo de 1 hora sería lo más recomendable. 

5.5 Pruebas para determinar el ámbito de proporción agua/sólido 

y concentración de enzima para la extracción de polifenoles 

Finalmente se evaluaron los puntos axiales del diseño experimental propuesto para el 

objetivo específico 1, esto con el fin de determinar si el ámbito de variación entre los 

parámetros a evaluar para la optimización del proceso de extracción producía una 

diferencia considerable en las principales variables respuestas del estudio. Con estos 

resultados, se determinó si era posible aplicar la metodología propuesta para el diseño 

experimental, o por el contrario si ésta requería ser modificada. 
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5.5.1 Metodología 

Diseño experimental 

Mediante la aplicación de un diseño irrestricto aleatorio, utilizando el preparado 

Ultrazym® AFP-L a una temperatura de 60 ºC y un tiempo de 60 min, se evaluaron 4 

tratamientos (por triplicado), que corresponden a los puntos axiales del diseño 

experimental propuesto en la sección 6.1.1, cuyas variables son la concentración de 

preparado enzimático y la proporción de agua/sólido. Los distintos tratamientos se 

muestran en el Cuadro XIX. 

Cuadro XIX. Tratamientos a estudiar para el ajuste del ámbito de variación entre los 
parámetros a evaluar para la optimización del proceso de extracción. 

Tratamiento 

1 

2 

3 

4 

Procedimiento 

Combinaciones de concentración de 
enzima y proporción agua/sólido 

Cn= 10 mg·kg-1; agua/sólido= 2,0 g·g-1 

Cn= 490 mg·kg-1
; agua/sólido= 2,0 g·g-1 

Cn= 250 mg·kg-1
; agua/sólido= o,8 g·g-1 

Cn= 250 mg·kg-1; agua/sólido= 3,3 g·g-1 

Se seguió el procedimiento que se describe con detalle en la sección 6.1.2. A los extractos 

obtenidos en cada tratamiento se les determinó el pH, ºBrix, humedad, acidez titulable, 

concentración de antocianinas y elagitaninos, capacidad antioxidante (ORAC-H) y 

contenido de polifenoles totales, sólidos insolubles en suspensión y turbidez (secciones 

4.4.1 - 44.3 y 5.2.1); además se determinó la extracción de antocianinas y elagitaninos 

(Ecuación 9, sección 6.i.2). 



So 

Análisis estadístico 

Con los resultados obtenidos se realizó un análisis de varianza (ANDEVA) para cada 

variable respuesta y los promedios se compararon (para cada tratamiento) utilizando la 

prueba de Tukey (p<o,05). Se utilizó el programa estadístico Statistica 7 (Statsoft®, USA). 

5.5.2 Resultados 

Según los resultados que se muestran en los Cuadros XX y XXI y Figura 23, se encontraron 

diferencias significativas (p<o,05) entre las medias de todas las variables respuestas 

analizadas de los extractos obtenidos por los diferentes tratamientos de extracción (puntos 

axiales), con un nivel de confianza del 95 %. 

Cuadro XX. Evaluación del ámbito ~e proporción agua/ sólido y concentración de enzima 
sobre las propiedades físico-químicas del extracto clarificado obtenido a partir de un 
subproducto generado del procesamiento industrial de mora*. 

Tratamiento** 
Parámetro Ti: A/S= 2,0 g·g-1 T2: A/S= 2,0 g·g-1 T3: A/S= 3,3 g·g-1 T4: A/S= o,8 g·g-1 

Cn=490 mg·kg-1 Cn=10 mg·kg-1 Cn=250 mg·kg-1 Cn=250 mg·kg-1 

Humedad (g·100 g-1) 98,87 ± o,07b 98,93 ± o,07b 99,27 ± 0,07ª 97,8 ± O,lc 

Sólidos solubles (ºBrix) 1,61 ± o,05b 1,63 ± o,oob 1,16 ± 0,05C 3,10 ± 0,05ª 

pH 3,25 ± o,02b 3,249 ± o,009b 3,28 ± 0,01ª 3,209 ± o,oo6c 

Acidez (g·100 g-1) 0,377 ± o,009b 0,37 ± o,01b 0,24 ± 0,02C 0,76 ± 0,05ª 

Sólidos insolubles en 0,59 ± o,07b 0,70 ± o,04ªb 0,56 ± o,07b 0,83± 0,08ª suspensión, SIS (g·100 g-1) 

Turbidez (NTU) 32 ± 9c 151±19b 24 ±le 196 ± 9ª 

*Datos son reportados como promedio ± intervalo de confianza (n=3), con un nivel de confianza del 95 %. 
Promedios en una misma fila con letras diferentes son significativamente diferentes (Tukey, p<o,05). 
**Condiciones del proceso..¿ Mezclado: t= 5 min, T= 60 ºC. Extracción: Ultrazym®, To;= 60 ºC, t= 60 min. 

En cuanto al contenido de sólidos solubles y acidez titulable en los extractos, el tratamiento 

3 generó el extracto con menor acidez titulable y ºBrix, en contraste con el extracto 

obtenido del tratamiento 4, el cual presentó el mayor contenido de estos parámetros. Esto 
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se puede explicar ya que en el T3 la proporción de agua utilizada fue mayor a la de los 

demás tratamientos, por lo cual se da un efecto de dilución que hace que la concentración 

de los ácidos y sólidos solubles sea menor. Con respecto a Tl y T2, no se encontraron 

diferencias significativas en los valores promedio de acidez y ºBrix. Estos tratamientos se 

diferencian en la cantidad de enzima añadida, lo que indica que no hubo un efecto de la 

concentración de enzima sobre la extracción de estos parámetros. 

En cuanto a los parámetros físicos evaluados, los sólidos insolubles en suspensión (SIS) y 

turbidez, el extracto obtenido mediante T4 presentó la mayor turbidez y el mayor 

contenido de SIS (p<o,05), seguido del extracto obtenido por el T2. Entre los extractos Tl y 

T3 no se presentaron diferencias en cuanto a los valores promedios de turbidez y SIS, 

siendo los que obtuvieron los menores valores de estos parámetros (p<o,05). Los SIS 

corresponden principalmente a los restos de las paredes de tejidos que contiene el extracto. 

Estas paredes están principalmente constituidas por polisacáridos parietales como 

pectinas, celulosa, hemicelulosa, además del compuesto fenólico lignina, y otros 

constituyentes menores (proteínas estructurales, ácidos fenólicos, taninos, entre otros) 
' 

(Vaillant et al., 2001; McLellan & Padilla-Zakour, 2005). Con respecto a la turbidez, este 

parámetro se ha asociado con la cantidad de sólidos insolubles presentes en los jugos y 

extractos, como lo exponen Vaillant et al. (2008). Esta relación se observó en este estudio, 

ya que los extractos con mayor contenido de SIS presentaron la mayor turbidez y los 

extractos con menor SIS, la menor turbidez. 

En estos parámetros se observó un efecto de la enzima entre Tl y T2, y un efecto de la 

dilución debido a la proporción de agua añadida entre T3 y T4. En el primer caso, el 

tratamiento con mayor cantidad de enzima añadida (Tl, Cn= 490 mg·kg-1 del preparado 

Ultrazym ® AFP-L) generó un extracto con una turbidez 5 veces menor al de T2. La 

degradación enzimática de los polisacáridos de la pared celular permite que haya una 

solubilización de los SIS que están en el subproducto de mora y también una disminución 

de la viscosidad (Hohn et al., 2005). Con respecto al segundo caso, el tratamiento con 

mayor proporción de agua añadida (T3, A/S= 3,3 agua/1 subproducto) generó un extracto 

con un contenido de SIS y turbidez 1,5 y 8,1 veces menores al extracto obtenido por T 4, 

respectivamente. Esto se explica por el efecto de dilución ocasionado por la mayor cantidad 

de agua que se utiliza. 
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Al evaluar los parámetros de extracción de antocianinas y elagitaninos a partir del SPIM, 

en la Figura 23 se observa que se extrae una mayor cantidad de polifenoles en el extracto 

obtenido por T3 y la menor cantidad en el extracto T4. Por otra parte, en el Cuadro XXI se 

puede observar que T3 generó el extracto con mayor cantidad de polifenoles totales y 

capacidad antioxidante (p<o,05). El extracto obtenido por T4 presentó el menor contenido 

de polifenoles totales y capacidad antioxidante. Entre los tratamientos Ti y T2 no hubo 

diferencias significativas en cuanto a los valores promedio de capacidad antioxidante, 

polifenoles totales, antocianinas y elagitaninos (p>o,05). 
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Figura 23. Evaluación del ámbito de proporción agua/sólido (A/S= g·g-1) y concentración 
de enzima (Cn= mg·kg-1

) sobre la extracción de compuestos polifenólicos (condiciones del 
proceso de extracción: Ultrazym@, T= 60 ºC, t= 60 min), a partir de subproducto del 
procesamiento de mora (barras indican intervalo de confianza al 95 %, n=3). Barras con 
letras mayúsculas (antocianinas) y letras minúsculas (elagitaninos) diferentes son 
significativamente diferentes (Tukey, p<o,05). 



Cuadro XXI. Evaluación del ámbito de proporc1on agua/ sólido y concentración de 
enzima sobre el contenido de compuestos polifenólicos y capacidad antioxidante del 
extracto clarificado obtenido a partir de un subproducto generado del procesamiento 
industrial de mora*. 

Tratamiento** 
Parámetro Tt: A/S= 2,0 g·g-1 T2: A/S= 2,0 g·g-1 T3: A/S= 3,3 g·g-1 T4: A/S=o,8 g·g-1 

Cn=490 mg·kg-1 Cn=lO mg•kg-1 Cn=250 mg·kg-1 Cn=250 mg·kg-1 

Antocianinas (mg cianidina-3- 3,4 ± o,3ab 3,7± 0,5ª 4,3 ± 0,5ª 2,5 ± o,1b 
glucósido·g-1, BS) 

Elagitaninos (mg ácido 33 ± 7ªb 33 ± 7ªb 40 ± 5ª 21±1b 
elágico·g-1 , BS) 

Capacidad antioxidante, ORAC-H 1138 ± 25b 1259 ± 56b 1503 ± 89ª 936 ± 34c (µmol equivalentes de trolox·g-1, BS) 

Polifenoles totales (mg ácido 85 ± 5b 88 ± 5ªb 100 ± 8ª 63 ± 2C 
gálico·g-1 , BS) 

*Datos son reportados como promedio ± intervalo de confianza (n=3), con un nivel de confianza del 95 %. 
Promedios en una misma fila con letras diferentes son significativamente diferentes (Tukey, p<o,05). 
**Condiciones del proceso -7 Mezclado: t= 5 min, T= 60 ºC. Extracción: Ultrazym®, T= 60 ºC, t= 60 min. BS= 
base seca del extracto. 

Esta prueba permitió analizar los diferentes tratamientos de extracción que corresponden 

a los puntos axiales del diseño central compuesto (ver sección 6.1.2), en los cuales se 

aplicaron diferentes combinaciones de concentración del preparado enzimático y distintas 

proporciones o relaciones de agua/subproducto. Los resultados obtenidos mostraron que 

los extractos obtenidos difieren en cuanto a su composición físico-química y a su contenido 

de polifenoles y capacidad antioxidante, según el tratamiento aplicado. El extracto T3 

presentó bajas concentraciones de sólidos solubles, acidez, sólidos insolubles en 

suspensión (SIS) y turbidez; el tratamiento T3 permitió obtener un extracto con la mayor 

concentración de polifenoles y mayor capacidad antioxidante. Los extractos de Ti y T2 

presentaron características similares; sin embargo, el primero presentó menor contenido 

de SIS y turbidez, lo cual es deseable si se realiza posteriormente un proceso de 

purificación-concentración a través de membranas. Con los resultados obtenidos se 

decidió mantener los ámbitos de concentración del preparado enzimático y de proporción 

agua/sólido establecidos, para realizar el objetivo de optimización del proceso de 

extracción a nivel de laboratorio. 



5.6 Conclusiones y recomendaciones 

5.6.1 Conclusiones 

• La aplicación de un preparado enzimático con actividad pectinolítica y celulolítica 

permite aumentar la extracción de polifenoles en el extracto así como reducir el 

contenido de sólidos insolubles en suspensión. 

• De acuerdo con el ámbito de temperatura evaluado, se encontró que este parámetro 

tiene un efecto lineal positivo sobre la extracción de polifenoles, donde la 

extracción de estos compuestos se ve favorecida cuando la temperatura aumenta. 

• De acuerdo con el ámbito de tiempo evaluado, se observó que este parámetro no 

presentó una tendencia lineal sobre la extracción de polifenoles y otras 

características físico-químicas evaluadas, siendo 60 min el tiempo de extracción 

que permitió generar un extracto con las mejores características físico-químicas. 

5.6.2 Recomendaciones 

• Se recomienda evaluar otros parámetros durante la extracción tales como 

acidificación del medio de extracción, tipo de agitación, uso de mezclas de 

preparados enzimáticos, entre otros, con el fin de aumentar la extracción de los 

compuestos polifenólicos. 

• Evaluar una etapa u operación previa de ultrasonido para determinar si esta 

tecnología permite aumentar la extracción de los polifenoles. 
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VI. Objetivo 1 
-- - --- -- -

Optimización del proceso de extracción de polifenoles a escala de 

laboratorio a partir del SPIM, utilizando agua como solvente y 

acoplado a un tratamiento enzimático, aplicando la metodología de 

superficie de respuesta 
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VI. OBJETIVO 1 

6.1 Metodología 

6.t.1 Diseño experimental 

Se utilizó la metodología de superficie de respuesta, utilizando un diseño central 

compuesto rotable (DCCR) de dos factores, con el fin de evaluar el efecto de la 

concentración del preparado enzimático y de la proporción de agua/sólido, sobre la 

extracción de elagitaninos y otras características físico-químicas del extracto. Los factores 

independientes son la concentración del preparado enzimático (10-490 mg·kg-1) y la 

proporción agua/sólido (0,8-3,3 g agua·g-1 subproducto en base húmeda -BH-), cada uno 

con cinco niveles codificados como se muestra en el Cuadro XXII. 

Cuadro XXII. Variables independientes y los niveles empleados en un diseño central 
compuesto rotable para la optimización del proceso de extracción de elagitaninos a partir 
de subproducto generado del procesamiento industrial de mora. 

Niveles codificados 

Variable independiente -1,414 -1 o :ll 1,414 

Niveles naturales 

Proporción agua/sólido 
o,8 1,1 2,0 2,9 3,3 (g agua·g-1 subproducto, BH) 

Concentración del preparado 
10,00 80,29 250,00 419,71 490,00 enzimático (mg·kg-1) 

El número total de los puntos experimentales en un DCCR puede ser calculado utilizando 

la Ecuación 8: 

N = zk(puntos factoriales)+ 2k (puntos axiales)+ n0 (puntos centrales) (Ecuación 8) 

donde: 

N: número de los puntos experimentales 

k: número de factores independientes del diseño experimental 

no: número de puntos centrales del diseño experimental 



Para este diseño el número de puntos experimentales fue de 12 Ck= 2; no= 4). La región de 

interés, delimitada por el ámbito de proporción agua/ subproducto, fue evaluada tomando 

los puntos axiales del diseño experimental con el fin de observar si el ámbito de variación 

entre los parámetros producía una diferencia en las principales variables respuestas del 

estudio (sección 5.5.2). Los experimentos se llevaron a cabo en orden aleatorio para 

minimizar el efecto de variables no controlables. En el Cuadro XXIII se muestra el diseño 

experimental de cinco niveles y dos factores. 

Cuadro XXIII. Diseño central compuesto rotable para la optimización del proceso de 
extracción de elagitaninos a partir de subproducto generado del procesamiento industrial 
demora. 

Ensayo 

Orden Orden 
estándar aleatorio 

1 3 

2 1 

3 6 

4 2 

5 4 

6 5 

7 11 

8 9 

9 10 

10 8 

l.l 7 

12 12 

6.i. 2 Procedim iento 

Extracción 

Variables 

Concentración del 
preparado enzimático 

(mg·kg-1) 

' 80,29 (-1) 

80,29 (-1) 

419,71 e +1) 

419,71 e +1) 

250 (o) 

250 (o) 

10 (-1,414) 

490 e +1,414) 

250 (o) 

250 (o) 

250 (o) 

250 (o) 

Proporción agua/ sólido 
(g agua·g-1 subproducto 

BH) 

1,1 (-1) 

2,9 e +1) 

1,1 (-1) 

2,9 e +1) 

2,0 (o) 

2,0 (o) 

2,0 (o) 

2,0 (o) 

o,8 (-1,414) 

3,3 e +1,414) 

2,0 (o) 

2,0 (o) 

Para realizar la optimización de la extracción de los polifenoles se utilizaron frascos de 

vidrio con capacidad de 900 mL, en los cuales se agregó el SPIM y agua (destilada) para 
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llegar a un volumen de -600 mL en el frasco (ver Cuadro XXIV). Se utilizó un baño de 

agua caliente para tener una temperatura constante de 60 ºC durante la extracción. Antes 

de introducir los frascos en el baño de agua caliente se realizó un precalentamiento del 

subproducto para que alcazara una temperatura de -35 ºC. Luego se agregó el agua a una 

temperatura entre 70-80 ºC (según la cantidad de agua definida en el diseño). Los frascos 

se introdujeron en el baño de agua caliente y se realizó un mezclado durante 5 min para 

que se alcanzara la temperatura de operación de 60 ºC. Se eligió esta temperatura de 

acuerdo con los resultados de las pruebas preliminares (ver sección 5.3.2). Finalizados los 

5 min del mezclado se agregó el preparado enzimático Ultrazym® AFP-L (Novozymes, 

USA) según la concentración correspondiente de cada ensayo (siempre se agregó 1 mL de 

la solución del preparado enzimático según la concentración, para mantener el mismo 

volumen). 

Cuadro XXIV. Masa de subproducto (SPIM) y de agua para obtener un volumen de 600 
mL en los frascos utilizados durante los ensayos de extracción. 

Ensayo MasadeSPIM Masa de Volumen 
Orden Orden (base húmeda) agua (g) total (mL) 

estándar aleatorio (g) 

1 3 298,0 339,9 600 

2 1 159,0 460,9 600 

3 6 298,0 339,9 600 

4 2 159,0 460,9 600 

5 4 207,5 419,1 600 

6 5 207,5 419,1 600 

7 11 207,5 419,1 600 

8 9 207,5 419,1 600 

9 10 364,5 281,5 600 

10 8 145,0 473,7 600 

11 7 207,5 419,1 600 

12 12 207,5 419,1 600 

Los experimentos se llevaron a cabo con agitación constante, utilizando un agitador 

mecánico con una propela de hélice (IKA, modelo RW 20.n, Alemania) a 200 rpm. El 

tiempo de extracción se determinó de acuerdo con los resultados de las pruebas 
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preliminares ( 60 min, sin tomar en cuenta los primeros 5 min de mezclado inicial, ver 

sección 54.2). En la Figura 24 se muestra un diagrama esquemático del sistema de 

extracción utilizado. 

. 
• ,• 
' ")ll::;;:::;;:::;;:::::¡:::::;::::;::::;:;lr": 

' ------------------------------- ------ -

a. Agitador mecánico con propela de hélice. 
b. Controlador de temperatura. 
c. Termómetro de espiga. 
d. Baño de agua caliente. 

' . 

e. Frasco de vidrio. 
f. Nivel de agua en el baño. 
g. Mezcla de subproducto de mora (SPIM) y agua. 
h. Soporte del agitador. 

Figura 24. Esquema del sistema de extracción de elagitaninos, a nivel de laboratorio. 

Separación y centrifugación del extracto 

Una vez finalizado el tiempo de extracción el producto se enfrió inmediatamente hasta una 

temperatura de 30 ºC en un baño de agua con hielo. Una vez alcanzada la temperatura se 

procedió a realizar la separación del extracto del SPIM mediante un prensado, para 

realizar esto la muestra se colocó dentro de una pequeña manta en un recipiente perforado 
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que facilitó la salida del extracto. Para el prensado se utilizó el analizador de textura 

(Stable Micro Systems, TA.XT Plus, USA), cuyo sistema funciona por medio del software 

Texture Exponent. Se utilizó una celda con un diámetro de 100 mm, que comprimía la 

muestra, simulando las condiciones del prensado, a una fuerza de 50 kg equivalente a una 

presión de 0,0064 kg·mm-2 durante 60 s. El extracto obtenido se recolectó en una bandeja 

de metal y fue pesado para medir la cantidad de extracto obtenido de cada ensayo. 

Finalmente el extracto se centrifugó a 3900 x g por 20 min a una temperatura de 30 ºC, 

utilizando una centrífuga (Hermle, modelo Z-300, Alemania). La centrifugación simuló el 

efecto de la microfiltración tangencial, al eliminar los sólidos en suspensión, pudiendo 

obtener las concentraciones de los compuestos de interés en los productos que simulan un 

permeado obtenido a partir de la MF tangencial. Las muestras centrifugadas se empacaron 

en bolsas laminadas, las cuales de inmediato se sellaron y almacenaron a -20 ºC hasta sus 

análisis químicos. Las muestras luego se descongelaron a temperatura de refrigeración (5 

ºC) para determinar la humedad, pH, sólidos solubles, acidez titulable, concentración de 

elagitaninos totales y antocianinas to~ales por HPLC-DAD, ORAC-H y polifenoles totales 

(ver secciones 4.4.1 - 4-4·3). La turbidez de las muestras se midió antes de congelarlas (ver 

sección 5.2.1). La Figura 25 muestra el flujo de proceso para el proceso de extracción. 

Extracción de elagitaninos y antocianinas 

Para determinar el porcentaje de extracción de elagitaninos y antocianinas durante el 

proceso de extracción se estimó la concentración de los componentes tanto en el 

subproducto (materia prima) como en el extracto líquido. Para calcular el porcentaje de 

extracción se utilizó la Ecuación 9: 

iex X m 

(
e ~) 

Ei = Cis 
5 

X 100 (Ecuación 9) 

donde: 

E;= extracción del compuesto de interés (elagitaninos, antocianinas)(%) 

Cex= concentración del compuesto de interés en el extracto líquido (mg det compuesto·g-1 de 

extracto liquido, BH) 

C;s= concentración del compuesto de interés en el subproducto (mg del compuesto·g-1 de subproducto, 

BH). Se obtiene analíticamente mediante una extracción acetona:agua (70:30) 



mex== masa del extracto líquido obtenido 

ms== masa del subproducto utilizado en la extracción (en el punto experimental) 

Subproducto del procesamiento 

industrial de mora (SPIM) 

Agua destilada a 
una T= 70-80 ·e 
(cantidad= según el 
diseño propuesto)* 

Preparado enzimático 
Ultrazym® AFP-L 
(concentración= según 
el diseño propuesto)* 

* Son los factores 
optimizados en el 
diseño experimental 

¡ 
DESCONGELADO 

T= 5 ºC, t= 24 h 

~ 
PRE-CALENTAMIENTO 

Microondas, T= 35 ·e 
1 

MEZCLADO 
Baño de agua caliente, 

agitación constante a 200 
rpm, T=60 ·e, t= 5 min 

EXTRACCIÓN 
Baño de agua caliente, 

T= 60 ºC, agitación 
constante a 200 rpm, 

t=60min 

ENFRIAMIENTO 
Baño de agua con hielo, 

hasta T= 30 ·e 

PRENSADO 
Texturómetro, P= 0,0064 

l<g·mm·2 , t= 60 s 

CENTRIFUGACIÓN 
Rcf= 3900 x g, T= 30 ºC, 

t= 20 min 

Extracto clarificado 

Residuo 

Sólidos insolubles 
en susp2nsión 
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Figura 25. Flujo de proceso para la obtención de un extracto clarificado de polifenoles 
rico en elagitaninos a nivel de laboratorio. 
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Verificación de las condiciones óptimas de extracción obtenidas del modelo 

Para verificar las condiciones del punto óptimo de los modelos matemáticos obtenidos del 

DCCR, se llevaron a cabo tres ensayos adicionales en este punto. Se seguió la misma 

metodología de extracción-prensado-centrifugado anteriormente mencionada. Se 

compararon los resultados obtenidos experimentalmente con los predichos por los 

modelos matemáticos generados. El criterio principal fue el porcentaje de extracción y 

contenido de elagitaninos y antocianinas; sin embargo, se tomaron en cuenta las 

características físico-químicas determinadas para el producto (ºBrix, acidez, polifenoles 

totales, capacidad antioxidante, turbidez y sólidos insolubles en suspensión). 

6.1.3 Análisis estadístico 

A partir de los resultados obtenidos de la optimización de la extracción de polifenoles se 

generaron las superficies de respuesta utilizando el programa estadístico Statistica 7 

(Statsoft®, USA), con el fin de est1mar el modelo que mejor se ajustara a los datos 

obtenidos. La designación de los puntos experimentales, aleatorización, análisis de 

varianza, y las representaciones gráficas fueron llevadas a cabo por el programa Statistica 7 

(Statsoft®, USA). Para determinar si los modelos matemáticos generados para cada 

variable respuesta tenían un buen ajuste y eran significativos se tomó en cuenta el 

coeficiente de determinación (R2 ), R2 ajustado (R2-adj), la probabilidad del modelo (p), la 

probabilidad de falta de ajuste (pfa) y la distribución de residuos. Con respecto a la 

verificación, para determinar que el modelo del diseño era adecuado, el valor predicho por 

el modelo debía encontrarse dentro del intervalo de confianza de los valores promedios 

obtenidos experimentalmente en el punto óptimo, según cada variable respuesta. 

6.2 Resultados 

Una vez seleccionadas las condiciones de temperatura y tiempo de extracción, además del 

preparado enzimático Ultrazym® AFP-L como el más adecuado para el proceso de 

extracción de polifenoles a partir del subproducto de mora, se optimizó este proceso con 

respecto a las dos variables independientes o factores, concentración del preparado y 

relación agua/ sólido. Para esto se aplicó la metodología de superficie de respuesta 
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empleando un diseño central compuesto rotable (DCCR). Las condiciones del proceso de 

extracción fueron optimizadas en función del contenido de elagitaninos (ETs) y 

antocianinas (ATCs), extracción de ETs y ATCs, sólidos insolubles en suspensión, turbidez, 

sólidos solubles y acidez titulable. También se evaluaron otras características como 

contenido de humedad, pH, capacidad antioxidante (ORAC-H) y polifenoles totales. 

Al aplicar el DCCR se obtiene un polinomio de segundo orden de la forma Y= f30 + /31 *Cn + 

/311*Cn2 + /32*A/S + /322*A/S2 + /312* Cn*A/S que fue ajustado a los datos obtenidos de las 

diferentes variables respuesta evaluadas, donde Y representa el valor de cada uno de los 

diferentes parámetros evaluados como respuesta, /3k los coeficientes de regresión del 

modelo, y Cn y A/S la concentración del preparado enzimático y la relación agua/sólido, 

respectivamente, como variables independientes. Los resultados obtenidos de los 

diferentes parámetros evaluados se muestran en el Cuadro XXV. 

Cuadro XXV. Influencia de la concentración del preparado enzimático Ultrazym® AFP­
L (Cn enzima) y de la relación agua/sólido (A/S) en el proceso de extracción (T= 60 ºC, t= 
60 min) a nivel de laboratorio según ei DCCR, sobre algunas características físico-químicas 
del extracto. 

Variables 
independientes* 

X1= 
Cnenzima 

80,29 (-1) 

80,29 (-1) 

419,71 (+1) 

419,71 ( +1) 

10 (-1,414) 

490 e +1,414) 

250 (o) 

250 (o) 

250 (o) 

250 (o) 

250 (o) 

250 (o) 

X2= 
Relación 

A/ S 
1,1(-1) 

2,9 (+1) 

1,1 (-1) 

2,9 ( +1) 

2,0 (o) 

2,0 (o) 

o,8 (-1,414) 

3,3 ( + 1,414) 

2,0 (o) 

2,0 (o) 

2,0 (o) 

2,0 (o) 

y,= 
SIS 

o,86 

0,58 

o,68 

0,56 

o,66 

0,52 

0,84 

0,50 

0,54 

0,48 

0,48 

0,46 

Variables respuesta** 

Y2=Turbidez/ 
Y2transf.= 

log turbidez 

191,67 / 2,28 

40,30 / 1,61 

56,23 / 1,75 

17,30 / 1,24 

154,33 / 2,19 

33,33/1,52 

206,00 / 2,31 

22,77 / 1,36 

27,33 / 1,44 

27,27 / 1,44 

36, 80 / 1,57 

31,17 / 1,49 

y3= 
Acidez 

0,566 

0,289 

0,574 

0,286 

0,359 

0,383 

0,746 

0,256 

0,379 

0,382 

0,382 

0,380 

y4= 
Sólidos 
solubles 

2,04 

0,90 

2,00 

1,13 

1,63 

1,65 

3,13 

1,21 

1,40 

1,33 

1,50 

1,44 

y5= 
ATCs 
(BS) 

2,4 

4,1 

2,3 

4,8 

3,7 

3,4 

2,5 

4,3 

4,3 

4,8 

4,6 

4,9 

Y6= 
ETs 
(BS) 

21,9 

45,2 

25,0 

44,3 

32,5 

32,5 

21,5 

39,6 

34,1 

34,6 

35,4 

34,2 
*Cn enzima= mg·kg-1 ; RelaciónA/S= g·g-1 • **Variables respuesta: SIS (sólidos insolubles en suspensión)= g·100 
g-1

; Turbidez= NTIJ; log turbidez Oogaritmo de turbidez)= NTU; Acidez= g-100 g-1 ; Sólidos solubles= ºBrix; 
ATCs (contenido de antocianinas)= mg cianidina-3-glucósido·g-1 en base seca; ETs (contenido de 
elagitaninos)= mg ácido elágico·g-1 en base seca. BS= base seca del extracto. 
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Cuadro XXV. Influencia de la concentración del preparado enzimático Ultrazym@ AFP­
L (Cn enzima) y de la relación agua/sólido (A/S) en el proceso de extracción (T= 60 ºC, t= 
60 min) a nivel de laboratorio según el DCCR, sobre algunas características físico-químicas 
del extracto (continuación). 

Variables 
Variables respuesta** inde! endientes* 

X1= X2= y7= Ys= y9= Y10= Yu= Relación Extracción Extracción ORAC-H PT Cn enzima AJ.S deATCs deETs (BS) (BS) pH 

80,29 (-1) 1,1 (-1) 6,2 12,2 921 74,2 3,19 
80,29 (-1) 2,9 (+1) 15,6 37,2 1515 100,3 3,23 
419,71 e +1) 1,1 (-1) 5,9 14,0 918 71,2 3,15 
419,71 e +1) 2,9 e +1) 17,9 36,0 1369 97,9 3,19 
10 (-1,414) 2,0 (o) 12,2 23,2 1261 87,6 3,25 
490 e +1,414) 2,0 (o) 12,0 25,3 1139 85,0 3,24 
250 (o) o,8 (-1,414) 5,0 9,2 935 63,0 3,21 
250 (o) 3,3 e +1,414) 17,0 34,4 1499 99,9 3,27 
250 (o) 2,0 (o) 14,7 25,6 1054 87,7 3,19 
250 (o) 2,0 (o) 16,5 25,6 1160 86,5 3,18 
250 (o) 2,0 (o) 15,7 26,2 1183 87,6 3,18 
250 (o) 2,0 (o) 16,7' 25,5 1322 86,8 3,19 
*Cn enzima= mg·kg-1; Relación A/S= g·g-1 • **Variables respuesta: Extracción de ATCs (antocianinas)= %; 
Extracción de ETs (elagitaninos)= %; ORAC-H (capacidad antioxidante hidrofílica)= µmol equivalentes de 
trolox ·g-1 en base seca; PT (contenido de polifenoles totales)= mg ácido gálico·g-1 en base seca. BS= base seca 
del extracto. 

El Cuadro XXV muestra los niveles codificados y sin codificar de los factores 

experimentales. La variable turbidez fue transformada aplicando el logaritmo a los datos 

crudos obtenidos, con el fin de generar un modelo con mejor ajuste. Los datos de 

contenido de antocianinas, elagitaninos, polifenoles totales y capacidad antioxidante se 

reportaron en base seca, las otras variables respuesta se reportaron en base húmeda. 

Los parámetros de ajuste y adecuación, coeficiente de determinación (R2 ) y coeficiente de 

determinación ajustado (R2 -adj), la probabilidad del modelo (p), la probabilidad de falta de 

ajuste (pfa) y la distribución de residuos se observan en el Cuadro XXVI, para los modelos 

generados para las variables respuesta analizadas. En los Cuadros A-XLIX al A-LN (Anexo 

10.7) se presenta un resumen del análisis de varianza de los diferentes modelos generados. 

A excepción del pH, todos los modelos generados para las variables respuesta presentaron 

valores de R2 y R2-adj cercanos a 0,9; el rango fue de 0,87-0,99 y 0,85-0,99 

respectivamente. Los valores R2 y R2-adj estuvieron cercanos entre sí, lo que indica que 
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todos los términos utilizados en los modelos fueron necesarios para construir los modelos 

correctos. Valores de R2 mayores a 0,9 o cercanos a este valor indican que los modelos son 

capaces de explicar un alto porcentaje de las variaciones de los resultados experimentales 

obtenidos (<;am&Aaby, 2010). 

Cuadro XXVI. Parámetros de ajuste y adecuación para evaluar los diferentes modelos 
generados para las diferentes variables respuesta. 

Variables respuesta* R2 R2 -adj p del p de falta Gráfica de 
modelo de ajuste residuos 

Y1 =SIS 0,93 0,90 0,0003 0,3250 aleatorio 

Y2 transformada= log turbidez 0,96 0,94 <0,0001 0,2118 aleatorio 

y3 =Acidez 0,99 0,98 <0,0001 0,0680 aleatorio 

y4 =Sólidos solubles 0,89 0,87 <0,0001 0,0319 aleatorio 

y5 = ATCs (BS) 0,91 o,88 0,0001 0,3540 aleatorio 

Y6 = ETs (BS) 0,91 0,89 0,0002 0,2293 aleatorio 

y7 = Extracción de ATCs 0,97 ' 0,96 <0,0001 0,4429 aleatorio 

ys = Extracción de ETs 0,97 0,96 <0,0001 0,1737 aleatorio 

y9 = ORAC-H (BS) 0,87 0,85 <0,0001 0,8963 aleatorio 

Y10= PT (BS) 0,99 0,99 <0,0001 0,1082 aleatorio 

Y11= pH 0,54 0,28 0,1889 0,0023 aleatorio 
*Variables respuesta: SIS= sólídos insolubles en suspensión; log turbidez= logaritmo de turbidez; ATCs= 
contenido de antocianinas; ETs= contenido de elagitaninos; Extracción de ATCs= extracción de antocianinas; 
Extracción de ETs= extracción de elagitaninos; ORAC-H= capacidad antioxidante hidrofílica; PT= contenido 
de polifenoles totales. ES= base seca del extracto. 

Con respecto a la probabilidad del modelo, solamente el modelo generado para la variable 

pH no fue significativo (p>o,05). La falta de ajuste para los u modelos generados fue 

insignificante (p>o,05) para SIS, logaritmo de turbidez, acidez, contenido y extracción de 

ATCs, contenido y extracción de ETs, ORAC-H y PT; esto implica que los modelos podrían 

describir la variación de los datos experimentales. Los modelos generados para sólidos 

solubles y pH presentaron una falta de ajuste (p<o,05), por lo cual fue importante analizar 

en conjunto los otros parámetros (R2 , R2 -adj, p y residuos) para evaluar la adecuación de 

estos modelos. Las gráficas de residuos versus los valores predichos de todas las diferentes 

variables respuesta (Figura 26) mostraron que los residuos estaban dispersos 

aleatoriamente, lo que indica la adecuación de los modelos (Myers et al., 2009). 
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Figura 26. Gráfica de residuos (residuos versus valores predichos) de los modelos 
generados: a) sólidos insolubles en suspensión; b) log de turbidez; c) acidez; d) sólidos 
solubles; e) contenido de antocianinas (base seca); f) contenido de elagitaninos (base seca). 
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Figura 26. Gráfica de residuos (residuos versus valores predichos) de los modelos 
generados (continuación): g) extracción de antocianinas; h) extracción de elagitaninos; i) 
polifenoles totales (base seca); j) capacidad antioxidante hidrofílica (base seca). 

Sólidos insolubles en suspensión y turbidez 

De acuerdo con los datos del Cuadro XXV se observó una diferencia de 0,38 g-100 g-1 de 

muestra en el contenido de SIS y de 1,07 unidades en el log de turbidez (que corresponde a 

una diferencia en la turbidez de 188,7 NTU) entre los extractos obtenidos de los diferentes 

puntos experimentales. Los coeficientes de determinación (R2 ) fueron de 93 % y 96 % para 

los modelos de regresión de SIS y log turbidez, respectivamente (Cuadro XXVI). Para 

ambos modelos la falta de ajuste no fue significativa (p>o,05) y la regresión sí lo fue, 

p=o,0003 y p<o,0001 respectivamente. 
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Cuanto más cercano sea el valor de R2 a 1, el modelo obtenido se ajusta mejor a los datos 

experimentales; por el contrario, entre más pequeño sea éste, menos relevancia tienen las 

variables independientes en la explicación del comportamiento de la variación en la 

respuesta (Sin et al., 2006). En el presente estudio, se consideró aceptable un R2 mayor a 

85 %, indicando que el modelo de la regresión explicó bien los cambios observados. A 

continuación se muestran las ecuaciones de los modelos generados para estas variables 

respuesta (Ecuaciones 10 y 11), para lo cual solo se tomaron en cuenta los coeficientes de 

los parámetros que fueron significativos (p<o,05). En el Cuadro A-LV (Anexo 10.7) se 

detalla la probabilidad de los coeficientes de regresión obtenidos para cada modelo, según 

la variable respuesta. 

SIS = 0,4894 - 0,0491 * Cn + 0,0605 * Cn2 
- 0,1111 * A/S + 0,0996 * A/S 2 (Ecuación 10) 

lag turbidez= 1,4830 - 0,2301 * Cn + 0,1547 * Cn2 
- 0,3177 * A/S + 0,1446 * A/5 2 

(Ecuación 11) 

Los factores concentración del preparado enzimático y la relación agua/ sólido afectaron 

significativamente el contenido de SIS y la turbidez de los extractos obtenidos en términos 

lineales y cuadráticos; además, no se presentó una interacción de los efectos lineales de los 

dos factores en ambas variables respuesta. Como se muestran en las Ecuaciones 10 y 11, 

los términos lineales fueron negativos y los términos cuadráticos fueron positivos para 

ambos factores. En el caso de los términos lineales, la relación agua/sólido fue el factor que 

ejerció el mayor efecto. Por otra parte, en los términos cuadráticos, la concentración de 

enzima y la relación agua/sólido tuvieron un mayor efecto sobre el log de turbidez y los 

SIS, respectivamente. 

En las Figuras 27.a y 27.b se observa el efecto de las condiciones del proceso de extracción 

sobre el contenido de SIS y turbidez del extracto obtenido a partir del SPIM, 

respectivamente, donde se aprecia que ambas variables disminuyeron al aumentar la 

relación A/S. También se nota, principalmente en la variable turbidez, que el aumento de 

la concentración del preparado enzimático provoca una reducción en este parámetro. 

En los jugos y extractos de mora y de otros frutos tipo baya, la turbidez y el contenido de 

SIS se deben principalmente a los polisacáridos parietales (pectina, celulosa, 

hemicelulosa), partículas proteicas y otros polímeros y restos celulares que se encuentran 
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suspendidos en la matriz líquida (Landbo & Meyer, 2004; Wang et al., 2009). El aumento 

de la relación A/S implica una mayor cantidad de agua que se utiliza durante la extracción 

por lo que se da un efecto de dilución de la turbidez y los SIS. Por otra parte, durante el 

proceso de extracción se da una liberación de partículas de las paredes celulares y la lamela 

media presentes en el SPIM que provoca la turbidez en el extracto; sin embargo, la 

aplicación de un preparado enzimático como el Ultrazym@ AFP-L, con actividad 

pectinolítica y celulolítica, ocasiona una hidrólisis de la pectina y celulasa y una 

consecuente depolimerización, es decir, una disminución del tamaño de las partículas 

gruesas e insolubles, formándose sólidos de menor tamaño y solubl es. Además, se da una 

repulsión entre las cargas de las partículas de las moléculas generadas evitando que se de 

una aglomeración (Pinelo et al., 2010). 

80,3 165,1 250,0 334,9 419,7 80,3 

Cn enzima (mg·kg-1) 

•250 
0200 _ ___ .._ _ _... ____ __, D 1so 

165, 1 250,0 334,9 419,7 

Cn enzima (mg ·kg-1) 

49000100 
·•so 

Turbidez(NTU) 

Figura 27. Superficie de respue sta de los efectos de la concentración de preparado 
enzimático (Cn enzima) y relación agua/sólido (A/S) sobre: a) sólidos insolubles en 
suspensión (SIS); b) turbidez. 

En el caso de estas dos variables respuesta se puede encontrar una zona óptima donde se 

combinan los niveles de los factores relación A/S y concentración de enzima, en este caso 

fueron entre 2,0-3,3 g·g-1 y 250-420 mg·kg-i, respectivamente. En esta zona óptima se 

minimiza el contenido de SIS y los valores de turbidez en el extracto, características que 

son deseables ya que el extracto posteriormente es clarificado, a nivel de planta piloto, 

mediante microfiltración tangencial (ver sección 7.i.2). 
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Acidez y sólidos solubles 

Se observó una diferencia de 0,49 g-100 g-1 de muestra en el contenido de acidez titulable y 

de 2,23 ºBrix de sólidos solubles entre los extractos obtenidos de los diferentes puntos 

experimentales. Según el Cuadro XXVI, los coeficientes de determinación (R2
) fueron de 

99 % y 89 % para los modelos de regresión de acidez y sólidos solubles, respectivamente. 

Para el modelo de acidez titulable la falta de ajuste no fue significativa (p>o,05); por el 

contrario, sí fue significativa para el de sólidos solubles (p=o,0319). Por otra parte, la 

regresión de los modelos si fue significativa, con una p<o,0001 para ambos. 

En las ecuaciones 12 y 13 se muestran los modelos generados para estas variables 

respuestas. Para el modelo de sólidos solubles se tomaron en cuenta sólo los coeficientes 

de los parámetros que fueron significativos (p<o,05); con respecto al modelo de acidez se 

incluyeron los parámetros que tuvieron una significada menor al 10 % (p<o,1). En el 

Cuadro A-LV (Anexo 10.7) se detalla la probabilidad de los coeficientes de regresión 

obtenidos para cada modelo. 

Acidez= 0,3807 + 0,0050 * Cn - 0,0066 * Cn2 
- 0,1572 * A/S + 0,0583 * A/5 2 

(Ecuación 12) 

Sólidos solubles = 1,4292 - 0,5905 * A/S + 0,276 * A/5 2 (Ecuación 13) 

El factor relación agua/ sólido afectó significativamente el contenido de acidez y sólidos 

solubles de los extractos obtenidos en términos lineales y cuadráticos; mientras que la 

concentración de enzima solamente afectó significativamente el contenido de acidez 

(p<o,1) en términos lineales y cuadráticos. Como se muestran en las Ecuaciones 12 y 13, 

para el factor relación A/S, los términos lineales fueron negativos y los términos 

cuadráticos fueron positivos para ambas variables respuesta. Para ambos modelos los 

términos lineales de relación A/S ejercieron el mayor efecto. 

En las Figuras 28.a y 28.b se observa que la acidez y los sólidos solubles (ºBrix) del 

extracto, respectivamente, disminuyeron al aumentar la relación A/S. En el caso de estas 

dos variables respuesta no se puede encontrar una zona óptima donde se combinen los 

niveles de los factores relación A/S y concentración de enzima. Sin embargo, para el factor 
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de relación A/S la región entre los niveles 2,4 y 3,3 g·g-1 fue la zona del diseño experimental 

en donde el extracto presentó tanto el menor valor de acidez como de ºBrix. 
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Figura 28. Superficie de respuesta de los efectos de la concentración de preparado 
enzimático (Cn enzima) y relación agua/sólido (A/S) sobre: a) acidez; b) sólidos solubles. 

Contenido de antocianinas y elagitaninos 

De acuerdo con los datos mostrados en el Cuadro XXV, se observó una diferencia de 2,5 

mg cianidina-3-glucósido·g-1 de muestra (base seca) en el contenido de antocianinas y de 

23,3 mg ácido elágico·g-1 de muestra (base seca) en el contenido de elagitaninos entre los 

extractos obtenidos de los diferentes puntos experimentales. Según el Cuadro XXVI, los 

coeficientes de determinación (R2
) fueron de 91 % para los modelos de regresión en ambas 

variables respuesta. Para ambos modelos la falta de ajuste no fue significativa (p>o,05) y la 

regresión sí lo fue, p=o,0001 y p=o,0002, respectivamente. A continuación se muestran 

las ecuaciones de los modelos generados para estas variables respuestas (Ecuaciones 14 y 

15), para lo cual solo se tomaron en cuenta los coeficientes de los parámetros que fueron 

significativos (p< 0,05). 

ATCs (BS) = 4,6399 - 0,5694 * Cn2 + 0,8289 * A/S - 0,6404 * A/S 2 (Ecuación 14) 

ETs (BS) = 34,2024 + 8,5347 * A/S - 1,2590 * A/S 2 (Ecuación 15) 
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El factor concentración del preparado enzimático afectó de forma cuadrática el contenido 

de ATCs en los extractos obtenidos; por otra parte, el factor relación A/S afectó de forma 

lineal y cuadrática el contenido de ATCs y ETs en el extracto. Además, no se presentó una 

interacción de los efectos lineales de los dos factores en ambas variables respuesta. Como 

se muestran en las Ecuaciones 14 y 15, el término lineal para el factor relación A/S fue 

positivo y los términos cuadráticos fueron negativos para ambos factores. Para ambas 

variables respuesta la relación agua/sólido (témino lineal) fue el factor que ejerció el mayor 

efecto. Por otra parte, en los términos cuadráticos para el contenido de ATCs, la relación 

agua/sólido tuvo un mayor efecto sobre este parámetro. 

En las Figuras 29.a y 29.b se observa el efecto de las condiciones del proceso de extracción 

sobre el contenido de ATCs y ETs en el extracto, respectivamente. En ambos casos se 

aprecia que se da un incremento en el contenido de estos compuestos (en base seca) al 

aumentar la relación A/S. En el caso del contenido de ATCs se puede encontrar una zona 

óptima donde se combinan los niveles de los factores relación A/S y concentración de 

enzima, en este caso fueron entre 2,0-3,1g·g-1 y165-335 mg·kg-i, respectivamente; por otra 

parte al no haber efecto de la concentración de enzima para los ETs no se genera un punto 

o zona óptima, sin embargo el extracto presentó el mayor contenido de estos compuestos 

en la región comprendida entre los niveles 2,4- 3,3 g·g-1 con respecto al factor relación A/S. 
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Figura 29. Superficie de respuesta de los efectos de la concentración de preparado 
enzimático (Cn enzima) y relación agua/sólido (A/S) sobre: a) contenido de antocianinas 
(ATCs); b) contenido de elagitaninos (ETs). C3G= cianidina-3-glucósido; AE= ácido 
elágico; BS= base seca del extracto. 
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Las antocianinas son moléculas polares, por lo que los solventes comunes más utilizados 

en las extracciones son mezclas acuosas de etanol, metano! o acetona (Kapasakalidis et al., 

2006). En este caso el uso de agua como solvente de extracción acoplado a un tratamiento 

enzimático permitió encontrar una zona óptima de extracción. Las antocianinas se 

encuentran principalmente en la superficie del fruto, en la cáscara o piel de la planta 

(dentro de vacuolas) y al estar el SPIM constituido principalmente de semillas, era de 

esperarse obtener un extracto con un menor contenido de ATCs con respecto a los ETs 

como se aprecia en la Figura 29. 

Con respecto a los elagitaninos, las estructuras de estos compuestos varían desde simples 

monoésteres a poliésteres complejos. Según Arranz et al. (2009), hay una cantidad de 

polifenoles que permanece en las semillas y residuos gruesos y que corresponden a 

polifenoles no extraíbles (PNE). Estos PNE son principalmente taninos hidrolizables 

(ejemplo, elagitaninos) y proantocianidinas, los cuales se encuentran asociados a la fibra 

dietética y a proteínas; de hecho, se ha informado que algunos elagitaninos podrían estar 

asociados a los componentes de la pared celular en los tejidos de la madera (Puech et al. 

1996; Alañón et al., 2011). 

En el caso de la mora R. adenotrichos, la cianidina-3-glucósido es la antocianina 

mayoritaria (Mertz et al., 2007; Patras et al., 2010) con un peso molecular bajo (PM= 449 

g·mol-1) que se encuentra en su forma glucósida (unido a una molécula de azúcar); por otro 

lado, la lambertianina C (PM= 2804,2 g·mol-1) y la sanguiína H-6 (PM= 1870,2 g·mol-1) son 

los principales ETs y como se aprecia en las Figuras 5 y 6 (sección 3.2.3) presentan 

estructuras oligoméricas de alto peso molecular. Las características de las antocianinas 

permiten que estos compuestos sean extraídos más fácilmente y con una menor cantidad 

de solvente comparado con los ETs, como se aprecia en la Figura 31 (el mayor contenido de 

ATCs y ETs en el extracto se obtuvo a una relación de A/S de 2,0 y 2,9 g·g-1, 

respectivamente). Asimismo, la localización de las antocianinas en los tejidos del SPIM 

posiblemente puede ser más accesible a la acción de las pectinasas presentes en el 

preparado enzimático utilizado, lo que permite que se haya apreciado el efecto del factor 

concentración de enzima. 
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Diferentes estudios han demostrado que las pectinasas aparentemente pueden aumentar la 

extracción de otros compuestos fenólicos, incluyendo taninos (Sacchi et al. 2005); sin 

embargo, posiblemente sea necesario generar una mayor ruptura del material de las 

semillas que forman el SPIM para aumentar el área superficial y así exponer los polifenoles 

que están atrapados en la red de la pared celular o enlazados a otros compuestos 

poliméricos. Cabe indicar que en esta investigación se evaluó de forma preliminar la 

molienda del SPIM para aumentar el área superficial pero, debido al contenido 

significativo de lípidos (15,3 ± o,8 g·IOO g-1 del SPIM, BS), durante la extracción se obtenía 

un extracto de apariencia lechosa (Figura 30) cuyas características de composición podrían 

hacer más complejo el proceso de purificación y concentración de los polifenoles. 

Figura 30. Comparación de dos extractos obtenidos a partir del suproducto industrial de 
mora: a) extracto obtenido del SPIM sin aplicar secado ni molienda; b) extracto obtenido 
aplicando previamente un secado y una molienda al SPIM. 

Extracción de antocianinas y elagitaninos 

Los datos del Cuadro XXV indican que se presentó una diferencia de 12,9 % y 26,8 % de 

extracción de antocianinas y elagitaninos entre los extractos obtenidos de los diferentes 

puntos experimentales. Los coeficientes de determinación (R2
) fueron de 97 % para los 

modelos de regresión de ambas variables respuesta. Para ambos modelos la falta de ajuste 
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no fue significativa (p>o,05) y la regresión sí lo fue (p<o,0001 en ambas variables 

respuesta). 

Las Ecuaciones 16 y 17 muestran los modelos generados para estas variables respuesta. En 

el modelo de extracción de ATCs se tomó en cuenta sólo los coeficientes de los parámetros 

que fueron significativos (p<o,05); para el modelo de extracción de ETs se incluyeron los 

parámetros con una significancia menor del 10 % (p<o,1). En el Cuadro A-LV (Anexo 10.7) 

se detalla la probabilidad de los coeficientes de regresión de todos los efectos para cada 

modelo. 

Extracción de ATCs = 15,9088 - 1,9523 * Cn2 + 4,8024 * A/S - 2,4937 * A/S 2 (Ecuación 16) 

Extracción de ETs = 25,4502 + 10,3445 * A/S - 1,4164 * A/S 2 (Ecuación 17) 

El factor concentración del preparado enzimático afectó significativamente la extracción de 

ATCs a partir del SPIM de forma cuadrática; por otra parte, el factor relación A/S afectó de 

forma lineal y cuadrática la extracción de ATCs y ETs. Además, no se presentó una 

interacción de los efectos lineales de los dos factores sobre ambas variables respuesta. 

Igual que en las variables anteriores (contenido ATCs y ETs) el término lineal para el factor 

relación A/S fue positivo y ejerció el mayor efecto, y los términos cuadráticos fueron 

negativos para ambos factores. Por otra parte, en los términos cuadráticos la relación 

agua/sólido tuvo un mayor efecto sobre la extracción de ATCs con respecto a la extracción 

deETs. 

Las Figuras 3i.a y 3i.b muestran el efecto de los factores Cn de enzima y relación A/S sobre 

la extracción de ATCs y ETs, respectivamente. Se puede observar en ambas figuras que se 

da un incremento en la extracción de estos compuestos al aumentar la relación A/S. La 

combinación de los niveles de los factores relación A/S (2,4-3,3 g·g-1) y concentración de 

enzima (123-377 mg·kg-1) permitieron obtener una zona óptima para la extracción de 

ATCs; por otra parte la región comprendida entre los niveles 2,4 y 3,3 g·g-1 con respecto al 

factor relación A/S fue la zona donde se dio la mayor extracción de ETs; no se encontró 

una zona óptima para esta variable ya que el factor concentración de enzima (término 

lineal y cuadrático) no fue significativo. 
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Figura 31. Superficie de respuesta de los efectos de la concentración de preparado 
enzimático (Cn enzima) y relación agua/sólido (A/S) sobre: a) extracción de antocianinas 
(ATCs); b) extracción de elagitaninos (ETs). 

Capacidad antioxidante y co.,,tenido de polifenoles totales 

Se observó una diferencia de 597 µmol de equivalentes de trolox·g-1 de muestra (base seca) 

en la capacidad antioxidante hidrofílica (ORAC-H) y de 37,3 mg de ácido gálico·g-1 de 

muestra (base seca) en el contenido de polifenoles totales, entre los extractos obtenidos de 

los diferentes puntos experimentales. De acuerdo con los resultados mostrados en el 

Cuadro XXVI, los coeficientes de determinación (R2
) fueron de 87 % y 99 % para los 

modelos de regresión de ORAC-H y polifenoles totales (PT), respectivamente. Para ambos 

modelos la falta de ajuste no fue significativa (p>o,05); además, la regresión de los 

modelos sí fue significativa, con una p< 0,0001 para ambos. 

Las Ecuaciones 18y19 muestran los modelos generados para estas variables respuesta. En 

los modelos del contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante del extracto se 

tomó en cuenta sólo los coeficientes de los parámetros que fueron significativos (p<o,05); 

en el Cuadro A-LV (Anexo 10.7) se detalla la probabilidad de los coeficientes de regresión 

obtenidos para cada modelo. El factor concentración del preparado enzimático afectó 

significativamente el contenido de PT en el extracto de forma lineal; por otra parte, el 

factor relación A/S afectó de forma lineal y cuadrática el contenido de PT. Con respecto a la 

capacidad antioxidante, esta variable solo fue afectada de forma lineal por la relación A/S 



3,3 

2,9 

"oi 2,5 

~ 
Cf) 

~ 2,0 
e: 

•O ·¡; 
(l] 

~ 1,6 

1.1 

107 

(p=o,0096). Además, no se presentó una interacción de los efectos lineales de los dos 

factores en ambas variables respuesta. Al igual que en las variables anteriores (contenido 

de ATCs y ETs, extracción de ATCs y ETs), el término lineal para el factor relación A/S fue 

positivo y ejerció el mayor efecto. Por otra parte, para el contenido de PT en el extracto el 

término cuadrático de la relación agua/ sólido fue negativo. 

PT (BS) = 87,2121 - 1,1181*Cn+13,1210 * A/S - 2,3498 * A/S 2 (Ecuación 18) 

ORAC - H (BS) = 1189,864 + 230,243 * A/S (Ecuación 19) 

Las Figuras 32.a y 32.b muestran el efecto de los factores Cn de enzima y relación A/S 

sobre el contenido de PT y capacidad antioxidante (ORAC-H) en el extracto, 

respectivamente. Al aumentar la relación A/S se da un incremento de ambas variables 

respuesta. La región comprendida entre los niveles 2,4 y 3,3 g·g-1 con respecto al factor 

relación A/S fue la zona donde se dieron los mayores valores de estas variables respuesta 

en los extractos, siguiendo un comportamiento similar al contenido y al porcentaje de 

extracción de ETs (Figuras 29.b y 3i.b). Por esta razón se analizó la correlación entre estas 

variables respuesta, como se muestra en el Cuadro XXVII. 
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Figura 32. Superficie de respuesta de los efectos de la concentración de preparado 
enzimático (Cn enzima) y relación agua/sólido (A/S) sobre: a) contenido de polifenoles 
totales (PT); b) capacidad antioxidante hidrofílica (ORAC-H). AG= ácido gálico; TE= 
equivalentes de trolox; BS= base seca del extracto. 
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La relación A/S ejerció un efecto importante sobre las variables relacionadas con el 

contenido de compuestos fenólicos (contenido de ATCs y ETs, extracción de ATCs y ETs, 

polifenoles totales y capacidad antioxidante). Este mismo comportamiento también fue 

visto por <;am y Abby (2010); estos autores encontraron que la relación agua/sólido fue un 

factor que ejerció un efecto significativo en los términos lineal (positivo) y cuadrático 

(negativo) sobre la extracción de polifenoles totales a partir de un subproducto obtenido de 

la extracción de jugo de manzana. 

Cuadro XXVII. Coeficientes de correlación (R) entre el contenido y porcentaje de 
extracción de elagitaninos con respecto al contenido de polifenoles totales y la capacidad 
antioxidante del extracto obtenido del SPIM. 

Variable 
respuesta 

PT (BS) 

ORAC-H (BS) 

Coeficiente de correlación de 
Pearson(R) 

ETs (BS) % ETs 

0,96 0,98 

0,90 0,91 

ETs= contenido de elagitaninos; % ETs= extracción de 
elagitaninos; PT= contenido de polifenoles totales; ORAC­
H= capacidad antioxidante hidrofi1ica. BS= base seca del 
extracto. 

En el Cuadro XXVII se aprecia la correlación presentada entre las variables respuesta 

analizadas en los extractos obtenidos en los diferentes puntos experimentales (n= 12). 

Cada variable respuesta, contenido de elagitaninos y la extracción de ETs, se correlaciona 

de forma significativa con la capacidad antioxidante (p<o,05). Los valores de R fueron 

mayores o iguales a 0,90, lo que indica la fuerte correlación entre los ETs y la capacidad 

antioxidante. Las estructuras de los ETs (polifenoles de alto peso molecular) están 

caracterizadas por la presencia de varios grupos hidroxilo en posición orto, que presentan 

una alta capacidad de donar un átomo de hidrógeno y aportar el electrón no emparejado, 

en comparación con los polifenoles de bajo peso molecular (Nicoli et al., 1999; 

Schwedhelm et al., 2003; Bakkalba§i et al., 2009). 

Igualmente, el contenido de elagitaninos y la extracción de ETs presentaron una fuerte 

correlación positiva con el contenido de polifenoles totales (valores de R iguales a 0,96 y 

0,98, respectivamente, p<o,05). Con estos resultados podría interpretarse que los ETs 
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constituyen la mayor fracción de los compuestos polifenólicos presentes en el extracto 

obtenido a partir del SPIM; por tal razón se da un patrón similar de extracción. Este 

resultado era esperado ya que en la mora R. adenotrichos los compuestos mayoritarios son 

los elagitaninos (Mertz et al., 2007; Acosta-Montoya et al., 2010) y además las semillas 

constituyen el tejido que contienen las mayores cantidades de ETs y ácido elágico 

comparadas con otras partes de la mora como la pulpa o la cáscara (Siriwoharn & 

Wrolstad, 2004). 

El estudio realizado por Bucié-Kojié et al. (2009) demostró que las proantocianidinas 

extraíbles (taninos condensados) presentaron una buena correlación con el contenido de 

polifenoles totales (R>o,98) durante la extracción de polifenoles a partir de semilla de uva 

(Vitis vinífera L. cv. 'Frankovka'). Según estos autores, las proantocianidinas totales 

extraíbles representan un grupo importante de los compuestos fenólicos totales, que 

contribuyen significativamente a la actividad antioxidante total del extracto de semilla de 

uva (Bucié-Kojié et al., 2009). 

Punto óptimo 

Tomando en cuenta los modelos que presentaron buenos parámetros de bondad y de 

ajuste se procedió a seleccionar un punto óptimo del diseño realizado; en este caso se 

decidió seleccionar los modelos generados para la predicción del contenido de sólidos 

insolubles en suspensión, turbidez, sólidos solubles, acidez, contenido de ATCs y ETs, y 

porcentaje de extracción de ATCs y ETs del extracto obtenido a partir del SPIM (ver 

Cuadro XXVIII). Por medio de las superficies de respuesta y los gráficos de contorno, la 

combinación óptima de las condiciones de operación puede ser obtenida gráficamente, con 

el fin de alcanzar los niveles de los factores deseados para el proceso (Abdullah et al., 

2007). 

La función de deseabilidad (desirability function) fue desarrollada para optimizar 

simultáneamente múltiples respuestas, y es considerado como el parámetro utilizado más 

frecuentemente en la práctica. El valor de deseabilidad varía entre o y 1, y representa la 

cercanía de una repuesta a su valor ideal (Kopper, 2012). Si la repuesta alcanza el valor 

óptimo o ideal, la deseabilidad es igual a 1; si alguna de las repuestas no alcanza su valor 

ideal, la conveniencia para esa respuesta en específico y la conveniencia total serán 

menores a 1 (Raissi & Farsani, 2009). 
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Cuadro XXVIII. Valores deseados y zona óptima obtenida para cada variable respuesta 
evaluada en el proceso de extracción de polifenoles a partir del SPIM. 

Valor 
Zona óptima 

Variable respuesta deseado* Relación Cnenzima 
Af.S (H-1

) (mg·kg-1) 

Y1 = Sólidos insolubles en suspensión mínimo 2,0-3,3 250-420 

Y2 =Turbidez mínimo 2,0-3,3 250-420 

y3 =Acidez mínimo 2,4-3,3 NE 

y4 = Sólidos solubles mínimo 2,4-3,3 NE 

y5 = ATCs (BS) máximo 2,0-3,1 165-335 

Y6 = ETs (BS) máximo 2,4-3,3 NE 

y7 = Extracción de ATCs máximo 2,4-3,3 123-377 

Ya = Extracción de ETs máximo 2,4-3,3 NE 

y9 = ORAC-H (BS)** máximo 2,4-3,3 NE 

Y10 = PT (BS)** máximo 2,4-3,3 NE 

*Hace referencia a las características deseadas en el extracto: contenido mínimo o máximo 
de la variable respuesta en el extracto obtenido del SPIM. **Estas variables no fueron 
tomadas en cuenta para la optimización utilizando la función de deseabilidad. ATCs= 
antocianinas; ETs= elagitaninos; ORAC-H= capacidad antioxidante hidrofílica; PT= 
polifenoles totales. BS= base seca del extracto. NE= no se encontró una zona óptima. 

En la Figura 33 se muestra la representación gráfica de la optimización de los factores de 

proceso en función de las ocho variables de interés seleccionadas; este gráfico fue generado 

utilizando el programa Statistica 7 con base en la función de deseabilidad (Statsoft®, 

USA). No se tomaron en cuenta el contenido de PT ni la capacidad antioxidante hidrofílica 

(ORAC-H) ya que en el momento del análisis del punto óptimo y ejecución de la 

verificación de las condiciones óptimas todavía no se contaba con los resultados de estas 

variables. Aunque como se observa en el Cuadro XXVIII, la inclusión de estas variables no 

hubiera afectado el resultado ya que tuvieron un comportamiento o tendencia similar al 

mostrado por los modelos de contenido de ETs y extracción de ETs. 

El contenido de agua del extracto es muy importante ya que, según la cantidad de agua a 

utilizar, el procesamiento subsecuente requerirá más o menos energía para las etapas de 

purificación y concentración. En otras palabras cada cantidad adicional de agua daría lugar 

a incrementos en los costos de energía y carga de trabajo. Por lo tanto, es de suma 
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importancia llevar a cabo la extracción con la menor cantidad de agua posible. Asimismo, 

la concentración del preparado enzimático tiene un efecto en los costos del proceso; se 

busca utilizar la cantidad mínima necesaria de enzima, ya que un exceso resulta en 

pérdidas y gastos económicos innecesarios. Bajo este razonamiento y con los resultados 

obtenidos en la Figura 33, se puede observar que la zona con la mayor deseabilidad (o,8) 

está comprendida entre 1,7-2,9 g·g-1 (relación A/S) y 165-420 (concentración de enzima). 

Esta zona coincide con la parte central de la superficie de respuesta. Para la verificación de 

las condiciones óptimas de extracción obtenidas del modelo se seleccionó el punto óptimo 

que indicó el programa Statistica 7, el cual fue 2,4 g·g-1 para la relación agua/sólido (valor 

codificado= 0,41485) y 263 mg·kg-1 para la concentración del preparado enzimático (valor 

codificado= 0,07497), en donde el valor de deseabilidad fue de o,8. 

2 ,9 
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,-------~~·~~~~~-~...- D 0.1 
10,0 80,3 165, 1 250,0 334,9 419,7 490,0 Do 

Cn enzima (mg ·kg.1) 

Figura 33. Optimización de las condiciones del proceso de extracción (concentración de 
preparado enzimático -Cn enzima- y relación agua/sólido -A/S-) en función del contenido 
de ATCs y ETs, extracción de ATCs y ETs (valores máximos) y del contenido de sólidos 
insolubles, turbidez, acidez y sólidos solubles (valores mínimos). 

Verificación de las condiciones óptimas de extracción obtenidas del modelo 

Se realizaron tres ensayos adicionales (tres repeticiones) con el fin de realizar la 

verificación de los resultados obtenidos por el modelo de superficie de respuesta para la 

predicción de las respuestas de interés. Como ya se mencionó, los modelos fueron 

verificados llevando a cabo experimentos en un punto óptimo (indicado por el programa 
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estadístico), el cual fue 2,4 g·g-1 para la relación agua/sólido y 263 mg·kg-1 para la 

concentración del preparado enzimático. Un esquema de las etapas realizadas a nivel de 

laboratorio para la obtención del extracto de polifenoles rico en elagitaninos, desde la 

evaluación de las condiciones de extracción (pruebas preliminares) hasta la verificación del 

punto óptimo, se detalla en la Figura 34. 

:······························ .. 
: EVALUACIÓN DE ¡ 
¡ CONDICIONES ¡ 
¡ DE EXTRACCIÓN ¡ · ............................. .. 
Factores: 
- Uso de preparado 

enzimático 
- Temperatura 
- Tiempo 

( ..... ........................ : 

.~ ¡ OPTIMIZAC~ÓN ~ 
·!--...y"" ~ EXTRACCION : 

: · ............................ · 
Factores: 
- Relación agua/sólido 

(A/S)= 0,8 - 3,3 g·g-1 
- Concentración preparado 

enzimático (Cn enzima)= 
10- 490 mg·kg-1 

Jl 

12 puntos experimentales 

( ..... ........................ ~ 

¡ VERIFICACIÓN ¡ 
; : 
· .............................. : 
Punto óptimo: 
- A/S= 2,4 g·g·1 

- Cn enzima= 263 mg·kg-1 

Figura 34. Esquema de las etapas realizadas a nivel de laboratorio para la obtención de 
un extracto de polifenoles rico en elagitaninos obtenido a partir de un subproducto 
industrial de mora. 

En el Cuadro XXIX se muestran los valores de las variables respuesta predichas por el 

modelo y los valores obtenidos experimentalmente a nivel de laboratorio para las 

condiciones óptimas del proceso de extracción de polifenoles a partir del SPIM. Con base 

en la información mostrada en este cuadro, se observa que los resultados experimentales 

para las variables respuesta sólidos insolubles, turbidez (logaritmo), acidez, sólidos 

solubles, contenido y extracción de antocianinas, contenido de elagitaninos, capacidad 

antioxidante y polifenoles totales se traslaparon o se encontraron dentro de los intervalos 
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de los valores predichos por los modelos generados. Solamente se presentó una desviación 

para los valores de extracción de ETs. Estos resultados indican que se pudo modelar u 

optimizar los factores evaluados (relación agua/ sólido y concentración de enzima) ya que 

los modelos generados cumplieron positivamente con ló esperado en cuanto a la 

predicción de las diferentes variables respuesta. 

Cuadro XXIX. Valores de las variables respuesta predichas y obtenidas para las 
condiciones óptimas del proceso de extracción de polifenoles a partir del SPIM a nivel de 
laboratorio*. 

Variables respuesta Respuesta Respuesta 
predicha** obtenida*** 

y1 =Sólidos insolubles en suspensión (g·100 g-1) 0,37-0,54 0,43-0,46 

Y2 transformada= log Turbidez (NTU) 1,21-1,51 l,47-1,53 

y3= Acidez (g·lOO g-1) 0,299-0,352 0,338-0,346 

y4 = Sólidos solubles (ºBrix) 1,09-1,37 1,19-1,30 

y5 = ATCs (mg cianidina-3-glucósido·g-1 , BS) 4,2-5,5 3,5-4,9 

Y6 = ETs (mg ácido elágico·g-1, BS) 30-46 46-50 

y7 = Extracción de ATCs (%) 15-19 14-18 

ys= Extracción de ETs (%) 25-34 39-41 

y9= ORAC-H (µmol equivalentes de trolox·g-1, BS) 1049-1502 1015-1186 

Y10= PT (mg ácido gálico·g-i, BS) 91-93 93-107 

*Condiciones óptimas: concentración de preparado enzimático (Cn enzima)= 263 mg·kg-1 y 
relación agua/sólido (A/S)= 2,4 g·g-1• **Valores expresados como intervalo de confianza 
calculado por el modelo con un nivel de confianza del 95 %. ***Valores expresados como 
intervalo de confianza, otenidos experimentalmente (n=3) con un nivel de confianza del 95 
%. ATCs= antocianinas; ETs= elagitaninos; ORAC-H= capacidad antioxidante hidrofi1ica; 
PT= polifenoles totales. BS= base seca del extracto. 

6.3 Conclusiones y recomendaciones 

6.3.1 Conclusiones 

• Las condiciones óptimas de tratamiento están dadas por un valor de 2,4 g·g-1 para la 

relación agua/sólido y 263 mg·kg-1 para la concentración del preparado enzimático. 
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• La concentración de enzima (del preparado enzimático Ultrazym® AFP-L) tuvo un 

efecto sobre los parámetros físicos del extracto (turbidez y sólidos insolubles en 

suspensión), así como sobre el contenido y extracción de antocianinas. 

• La relación agua/ sólido fue el factor que ejerció el mayor efecto sobre las variables 

relacionadas con el contenido de compuestos fenólicos (contenido de ATCs y ETs, 

extracción de ATCs y ETs, polifenoles totales y capacidad antioxidante). 

• El comportamiento de extracción de los ETs fue similar al de los polifenoles totales, 

lo que podría confirmar que los ETs constituyen la mayor fracción de los 

compuestos polifenólicos presentes en el extracto obtenido. 

• Se pudo modelar u optimizar los factores evaluados (relación agua/ sólido y 

concentración de enzima) ya que los modelos generados cumplieron positivamente 

con lo esperado en cuanto a la predicción de las diferentes variables respuesta. 

6.3.2 Recomendaciones 

• Se recomienda determinar la cinética de degradación de los ETs y ATCs y el 

coeficiente de difusión de los mismos compuestos para así hacer un balance entre la 

cantidad que se extrae y la que se degrada, según las condiciones definidas de 

extracción. 

• Evaluar el tiempo como un factor a optimizar durante el proceso de extracción, 

para estudiar y observar de forma más clara su efecto sobre la recuperación de 

polifenoles en el extracto y establecer si presenta interacción con otros factores. 

• Evaluar si es factible realizar varias extracciones consecutivas al subproducto 

(SPIM) con el fin de extraer al máximo los polifenoles que contiene. 
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VII. Objetivo 2 
Escalamiento del proceso de extracción de polifenoles a nivel de 

planta piloto a partir del SPIM, para obtener un extracto clarificado 

de estos compuestos aplicando micro.filtración tangencial 
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VII. OBJETIVO 2 

7.1 Metodología 

7 .t.1 Diseño experimental 

Proceso de extracción 

Una vez que se definieron las condiciones óptimas de concentración del preparado 

enzimático y proporción de agua/sólido obtenidas a nivel de laboratorio, se procedió a 

realizar el escalamiento a nivel de planta piloto. Para esto se partió de 6 muestras (sub­

lotes, que correspondían cada uno a las repeticiones del experimento) de 

aproximadamente 17 kg de materia prima. Se aplicó un diseño irrestricto aleatorio para 

comparar los resultados obtenidos a nivel de laboratorio (sección 6.2) y los obtenidos a 

nivel de planta piloto. En el Cuadro XXX se muestra el diseño aplicado. 
' 

Cuadro XXX. Diseño experimental para evaluar el proceso de extracción a nivel de 
laboratorio y a nivel de planta piloto. 

Tratamiento Nivel de escalamiento 

1 Laboratorio 

2 Planta Piloto 

Proceso de micro.filtración 

Para el proceso de microfiltración (MF) tangencial se aplicó un diseño irrestricto aleatorio 

(Cuadro XXXI) para evaluar la presión transmembranaria (Ptm), la cual es controlada con 

la presión de aire comprimido que permite el funcionamiento de la bomba neumática (14, 

20, 30, 40, 50, 60 y 70 psi). La presión transmembranaria se evaluó como un factor 

continuo. Para cada ensayo de MF tangencial se partió de 5,5 kg de extracto (obtenido por 

medio del prensado) y para cada tratamiento se realizaron tres repeticiones. 
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Cuadro XXXI. Diseño experimental para la evaluación del efecto de la pres10n 
transmembranaria sobre el proceso de clarificación del extracto de polifenoles mediante 
MF tangencial. 

Tratamiento Presión aire Presión trans-
comprimido (psi) membranaria (bar) 

1 14 2,58 

2 20 2,92 

3 30 3,60 

4 40 4,22 

5 50 4,86 

6 60 5,54 

7 70 6,22 

7.1.2 Procedimiento 

Proceso de extracción 

• Extracción 

Para realizar la extracción de los polifenoles (cuya principal fracción son ETs) se utilizó 

una marmita de acero inoxidable con capacidad de 90 L. Se agregó una cantidad de 17 kg 

del subproducto del procesamiento industrial de mora (SPIM) y 40,8 kg de agua 

(destilada) a 60 ºC para obtener una relación agua/sólido (A/S) de 2,4 g·g-1 según la 

condición óptima obtenida del proceso de optimización (sección 6.2). Se mantuvo una 

temperatura de operación de 60 ºC durante la extracción con agitación constante (200 

rpm) utilizando el agitador mecánico que estaba acoplado a la marmita, de manera que se 

mantuvo un sistema cerrado. Cuando se alcanzó la temperatura de operación (~5 min) se 

añadió el preparado enzimático Ultrazym® AFP-L (Novozymes, USA) a la concentración 

óptima (263 mg·kg-1) que se obtuvo del proceso de optimización (sección 6.2). El tiempo de 

extracción que se aplicó, al igual que a nivel de laboratorio, fue de 60 min. 

• Separación del extracto del SPIM 

Una vez finalizado el tiempo de extracción, se retiró el producto de la marmita y se colocó 

en baldes plásticos para enfriarlo hasta una temperatura de 30 ºC en un baño de agua con 
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hielo. Alcanzada esta temperatura se procedió a realizar la separación del extracto del 

SPIM mediante prensado; para esto, el producto se colocó en tandas de 5 kg dentro de una 

bolsa de doble manta de tamaño de poro de 1 mm, y se prensó utilizando una prensa 

hidráulica (Hydraulic Shop Press OTC 25 Ton, Owatonna, USA) a una presión de 10 ooo 

kPa por 10 min. El extracto obtenido se recolectó en baldes, los cuales fueron pesados para 

determinar la cantidad de extracto obtenido durante el prensado. 

• Centrifugación del extracto 

Finalmente el extracto se centrifugó a 3900 x g por 20 min a una temperatura de 30 ºC, 

utilizando una centrífuga (Hermle, modelo Z-300, Alemania). La centrifugación simuló el 

efecto de la microfiltración tangencial, al eliminar los sólidos en suspensión, pudiendo 

obtener las concentraciones de los compuestos de interés en los productos que simulan un 

permeado obtenido a partir de la MF tangencial. Las muestras centrifugadas se empacaron 

en bolsas laminadas, las cuales de inmediato se sellaron y almacenaron a -20 ºC hasta sus 

análisis químicos. Las muestras lueg<? se descongelaron a temperatura de refrigeración (5 

ºC) para determinar la humedad, sólidos solubles, acidez titulable, concentración de 

elagitaninos totales y antocianinas totales por HPLC-DAD, ORAC-H y polifenoles totales 

(ver secciones 4-4·1 - 4-4·3); además, se determinó la extracción de antocianinas y 

elagitaninos (Ecuación 9, sección 6.1.2). La turbidez de las muestras se midió antes de 

congelarlas (ver sección 5.2.1). 

Proceso de micro.filtración 

Para evaluar el efecto de la microfiltración, el extracto obtenido del prensado se clarificó 

utilizando una unidad piloto de MF-UF tangencial que se compone de un módulo tubular 

donde se coloca la membrana de cerámica de alúmina (Al203) Membralox® (Pall 

Corporation, Francia) con un tamaño de poro de 0,2 µm y un área efectiva de filtración de 

0,22 m2. El equipo comprende también una bomba centrífuga que provee el flujo 

tangencial, una bomba neumática que otorga la alimentación y presión, y un 

intercambiador de calor para controlar la temperatura. Se utilizaron las condiciones 

empleadas por Soto (2010), donde se mantuvo una velocidad tangencial (U) de 6,1±0,2 

m·s·1 y una temperatura de 30 ºC. El esquema de la unidad piloto para realizar la MF 

tangencial del extracto se presenta en la Figura 35. 
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a. Termómetro/sensor de temperatura. h. Medidor de flujo de permeado. 
b. Manómetro/ sensor de presión de salida. i. Entrada de agua de enfriamiento. 
c. Salida de recirculado. j. Salida de permeado. 
d. Salida de agua de enfriamiento. k. Manómetro/ sensor de presión de entrada. 
e. Membrana. l. Salida de retenido. 
f. Intercambiador de calor. m. Bomba centrífuga. 
g. Tanque de alimentación. n. Bomba neumática de alimentación. 

Figura 35. Esquema de la unidad piloto de microfiltración y ultrafiltración tangencial. 

• Evaluación del efecto de la presión transmembranaria 

Para ·la evaluación del efecto de la presión transmembranaria se probaron 7 presiones 

transmembranarias: 2,58; 2,92; 3,60; 4,22; 4,86; 5,54 y 6,22 bar. La recopilación de datos 

de flujo de permeado (L·h-1), temperatura del retenido (ºC), presión de entrada y de salida 

(bar), se realizaron de forma manual. El permeado y el retenido fueron reciclados de nuevo 
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al tanque de alimentación con el fin de mantener una concentración de alimentación 

constante (todos los experimentos se realizaron a un valor de FRVentre 1,1-1,3). 

• Ensayos de micro.filtración tangencial en modo de concentración 

Una vez seleccionada la presión transmembranaria más adecuada para la MF con base en 

los resultados de concentración de elagitaninos, concentración de antocianinas y los flujos 

de permeado, se procedió a realizar los ensayos de MF en modo de concentración. Se 

elaboraron las gráficas correspondientes de acuerdo con los datos recopilados, con el 

objetivo de estudiar el comportamiento del flujo de permeado (L·h-1-m-2 ; ver Ecuación 4, 

sección 3.5.7) y el factor de reducción volumétrico (FRV, ver Ecuación 20) en función del 

tiempo de proceso. Además, se determinó la concentración de elagitaninos y antocianinas, 

así como la concentración de los otros parámetros (sólidos solubles, acidez titulable, 

polifenoles totales, capacidad antioxidante) en el extracto de alimentación, permeado y 

retenido. 

donde: 

FRV: factor de reducción volumétrico (adimensional) 

Va: volumen de alimentación (L) 

Vr: volumen de retenido (L) 

Vp: volumen de permeado (L) 

(Ecuación 20) 

Vm: volumen muerto del equipo -este volumen se tiene que medir en el equipo- (L) 

Se obtuvieron muestras del extracto de alimentación, permeado y retenido a un FRV= 12,6. 

Todas las muestras se empacaron en bolsas laminadas, las cuales de inmediato se sellaron 

y almacenaron a -20 ºC hasta su análisis. Las muestras luego se descongelaron a 

temperatura de refrigeración (5 ºC) para determinar la humedad, pH, sólidos solubles, 

acidez titulable, concentración de elagitaninos totales y antocianinas totales por HPLC­

DAD, ORAC-H y polifenoles totales (ver secciones 4-4-1 - 4-4-3). La turbidez y contenido de 

SIS de las muestras se determinaron antes de congelarlas (ver sección 5.2.1). En la Figura 
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36 se muestra el flujo de proceso que se siguió para la obtención del extracto clarificado de 

polifenoles rico en elagitaninos a nivel de planta piloto. 

Subproducto del procesamiento 

industrial de mora fSPIM) 

Agua destilada a una 
T=60 ºC 
(Relación AjS=2,4 g·~·:f1J* 

Preparado enzimático 
Ultrazym® AFP-L 

(Cn=263 mg·l<g-1)* 

* Condiciones que se 
obtuvieron de la 

optimización del 

proceso de extracción 

a nivel de laboratorio 

-to 

**La presión 

transmembranaria fue 
seleccionada previamente 

i 
DESCONGELADO 

T= 5 ºC, t= 24 h 

l 
MEZCLADO 

Marmita, agitación 
constante a 200 rpm, 

T= 60 ·e, t= 5 min 

EXTRACCIÓN 
Marmita con agitador 

acoplado, T= 60 ·e, 
, agitación constante a 

200 rpm, t= 60 min 

ENFRIAMIENTO 
Baño de agua con hielo, 

hasta T= 30 ·e 

PRENSADO 
Prensa hidráulica, doble 
manta, P= 1 O 000 l<Pa 

MICROFIL TRACIÓN 
Membrana cerámica 0,22 
m 2

; 0,2 µm; U= 6, 1 m-s·1
; 

Ptm= 3,60 bar**; T= 30 ºC; 
hasta FRV= 12,6 

Extracto clarificado 

Residuo 

- Retenido 

Figura 36. Flujo de proceso para la obtención de un extracto clarificado de polifenoles 
rico en elagitaninos a nivel de planta piloto. 
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7.i.3 Análisis estadístico 

Se realizó una prueba t-Student para comparar los promedios de extracción de elagitaninos 

y antocianinas, además de otras características físico-químicas, entre el extracto obtenido 

en las condiciones óptimas a nivel de laboratorio y a nivel de planta piloto. Para evaluar el 

efecto de la presión transmembranaria y comparar las muestras obtenidas durante el 

proceso de MF (FRV= 12,6) se realizó un análisis de varianza (ANDEVA) para cada 

variable respuesta. Para evaluar la repetibilidad de los ensayos de MF tangencial (modo de 

concentración) se realizó una prueba F (F-test); además, se realizó una comparación de 

gráficas del proceso de microfiltración con el fin de evaluar el flujo de permeado y FRV en 

función del tiempo. Se utilizó el programa estadístico Statistica 7 (Statsoft®, USA). 

7.2 Resultados 

Con el propósito de realizar el escalall1;iento del proceso de extracción de polifenoles (cuya 

principal fracción son los ETs) con las condiciones óptimas de extracción evaluadas a nivel 

de laboratorio (se optimizaron los factores relación A/S y Cn de enzima) se ejecutaron los 

ensayos a nivel de planta piloto realizando las modificaciones pertinentes en cuanto a los 

equipos, volúmenes de extracción, entre otros (ver Figura 37). Posteriormente se realizó el 

proceso de clarificación del extracto mediante microfiltración tangencial, obteniéndose así 

un extracto estable microbiológicamente y apto para el proceso de concentración mediante 

ultrafiltración (sección 8.1.2). 

Este objetivo fue importante ya que es necesario realizar pruebas a mayor escala para 

evaluar la factibilidad técnica y económica del proceso y verificar si ocurren desviaciones 

con respecto a lo observado a nivel de laboratorio. Al ser los alimentos una mezcla de 

sistemas físicos y químicos en interacción, está establecido que los lotes de productos 

escalados no van a ser iguales a los originales o de laboratorio (Scott et al., 2005). 

Proceso de extracción 

En el Cuadro XXXII se presentan los resultados de las características del extracto obtenido 

a nivel de planta piloto aplicando las condiciones óptimas (Cn enzima= 263 mg·kg-1 y 

relación A/S= 2,4 g·g-1); además, estos resultados se compararon con los generados a nivel 
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de laboratorio. En este caso se realizaron 6 ensayos de extracción utilizando un volumen 

100 veces mayor al que se utilizó a nivel de laboratorio (se pasó de un volumen de 600 mL 

a 60 L). Para lograr esto se utilizó una marmita de 90 L con un agitador mecánico acoplado 

y una prensa hidráulica para realizar la extracción y el prensado (separación del extracto 

líquido del residuo sólido), respectivamente. 

Cuadro XXXII. Comparación de las variables respuesta analizadas en el extracto 
obtenido a partir del SPIM durante el proceso de extracción (T= 60 ºC, t= 60 min) a nivel 
de laboratorio y a nivel de planta piloto*. 

Variables respuesta 

Y1 =Sólidos insolubles en suspensión (g·100 g-1) 

Y2 = Turbidez (NTU) 

y3= Acidez (g-100 g-1) 

y4 =Sólidos solubles (ºBrix) 

y5 = ATCs (mg cianidina-3-glucósido.-g-1, BS) 

Y6 = ETs (mg ácido elágico·g-i, BS) 

y7 = Extracción de ATCs (%) 

ya= Extracción de ETs (%) 

y9= ORAC-H (µmol equivalentes de trolox ·g-1, BS) 

Y10= PT (mg ácido gálico·g-i, BS) 

Laboratorio** 

0,45 ± 0,01ª 

32 ± 2ª 

0,342 ± 0,004ª 

1,24 ± 0,05• 

4,2 ± 0,7ª 

48 ± 2ª 

16 ± 2ª 

40 ± 1ª 

1100 ± 85• 

100 ± 7ª 

Planta piloto*** 

0,46 ± 0,02ª 

21±3b 

0,353 ± 0,006• 

1,25 ± 0,03ª 

4,2 ± 0,3ª 

45 ± 3ª 

14,5 ± 0,9ª 

34 ± 2b 

1179 ± 21" 

69±1b 

*Condiciones óptimas: concentración de preparado enzimático (Cn enzima)= 263 mg·kg-1 y relación 
agua/sólido (A/S)= 2,4 g·g-1. Valores expresados como promedio ± intervalo de confianza con un 
nivel de confianza del 95 % (**n=3, ***n=6). Promedios en una misma fila con letras diferentes son 
significativamente diferentes (t-Student, p<o,05). ATCs= antocianinas; ETs= elagitaninos; ORAC-H= 
capacidad antioxidante hidrofilica; PT= polifenoles totales. BS= base seca del extracto. 

Como se muestra en el Cuadro XXXII, solo tres variables analizadas en el extracto 

obtenido a nivel de planla piloto (EPP) presentaron desviación con respecto al extracto que 

se obtuvo a nivel de laboratorio (EL). Los valores de turbidez en el EPP fueron 

significativamente menores (p<o,05); esto podría explicarse debido al mayor tiempo que 

transcurrió durante las etapas de enfriamiento y prensado, ya que se manejó una mayor 

cantidad o volumen de producto a nivel de planta piloto (ver Figura 37). También hay que 

indicar que los tiempos para extraer el producto de la marmita así como para trasegarlo de 

un equipo a otro dentro de la planta fueron mucho mayores en comparación con los 

tiempos que se manejaron a nivel de laboratorio. 
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Nivel laboratorio Nivel planta piloto 

Figura 37. Comparación de los equipos y utensilios utilizados para el proceso de 
extracción de polifenoles a partir del SPIM, a nivel de laboratorio y a nivel de planta piloto. 

Un mayor tiempo de proceso permite a las enzimas seguir actuando sobre el sustrato. 

Como ya se observó anteriormente, las enzimas del preparado enzimático utilizado 

(Ultrazym® AFP-L) actúan principalmente sobre los sólidos insolubles en suspensión 

(polisacáridos parietales), por lo que, al presentarse un mayor tiempo de proceso, esto 

posiblemente provocó una mayor disminución de la turbidez debido a la actividad 
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enzimática residual. El uso de pectinasas -como el preparado enzimático que se aplicó­

disminuye el contenido de pectina y, por lo tanto, se da una reducción de la turbidez 

(Abdullah et al., 2007). 

Con respecto al porcentaje de extracción de ETs y contenido de PTs, se puede mencionar 

que una disminución en la extracción de los elagitaninos en el extracto va a incidir 

directamente en la extracción de los polifenoles y, por ende, en el contenido total de los 

polifenoles. Como ya se analizó en la sección 6.2, se observó una fuerte correlación entre el 

porcentaje de extracción de ETs y el contenido de polifenoles totales (R=o,98, p<o,05), por 

lo que la disminución de los polifenoles totales en el extracto es justificable por la 

reducción en la extracción de ETs. 

A nivel de planta piloto se utilizó un agitador mecánico de pala diferente al que se utilizó a 

nivel de laboratorio (agitador de hélice); también, aunque se utilizó la misma velocidad 

angular en los dos tipos de ensayos (200 rpm), la potencia aplicada por los agitadores 

durante el mezclado y la extracción no fue la misma (fue menor en los ensayos a nivel de 

planta piloto y, aunque no se midió, se observó que el movimiento era más turbulento con 

el agitador utilizado a nivel de laboratorio). La potencia absorbida es una variable muy 

importante en los bioprocesos y se define como la cantidad de energía necesaria en un 

período de tiempo, con el fin de generar el movimiento del fluido dentro de un recipiente 

(por ejemplo, biorreactor, el tanque de mezcla, reactor químico, etc.) por medio de 

agitación mecánica o neumática (Ascanio et al., 2004). 

La disminución en la potencia aplicada durante el mezclado pudo afectar la extracción de 

los ETs. A diferencia de las antocianinas, los elagitaninos están más asociados a la fibra o a 

las semillas de la mora. El estudio realizado por Soto (2010) encontró que las ATCs eran 

más fácilmente extraíbles durante la extracción de jugo de mora en comparación con los 

ETs, debido probablemente a las diferencias en solubilidad, grado de asociación con otras 

macromoléculas y locación de estos compuestos en los tejidos de la planta. De esta forma, 

la reducción en la potencia del agitador mecánico pudo afectar o disminuir la difusión de 

los ETs desde los tejidos de la semilla y residuos gruesos del SPIM hacia el extracto líquido. 

En el Cuadro XXXIII se muestran los valores de polifenoles totales de extractos obtenidos 

mediante diversos métodos, a partir de diferentes subproductos de frutas y se comparan 

con los valores obtenidos para el extracto del subproducto de mora (SPIM). 
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Cuadro XXXIII. Comparación del contenido de polifenoles totales de extractos 
obtenidos de diferentes subproductos de frutas y el extracto obtenido del subproducto de 
mora (SPIM). 

Subproducto 
de fruta 

SPIMPP 

Polifenoles totales 
(mg AG·too g=1) 

Base Base 
húmeda seca 

62,1±0,9* 6898±102* 

n 

6 

Solvente 
utilizado 

agua 
destilada 

Método de 
extracción 

agitación 
mecánica+ 
tratamiento 
enzimático 

Autor 

NA 

----------------------· ---------------------------------· -----------------------------a.escaria· --------.- -------------
Semillas de uvaL NR 8300 NR d ªf¡{ªd eléctrica de ~me~ al. 

---------------------------------------------------.. ------ ---.... --- .... -~ .. ~. -~ .... ~!~~ -".:~lt~~- ..... ~~~~. -....... . 
Residuo de NR 580±20 - agua agitación Cam & Aaby 
manzanaL 520±10** 3 bidestilada magnética (2010) 
-~¡;:;;;~~ d~ · · · · · · · ·-· · · · · ~~~~~~ ~--· · · · · · -· · · · --· · · · · · · -----· · --· · · · · · · -~;~~~}-· · · --:ig1iaC1óñ- · · · · --~~~ -~; ~[~ · · · · 

· L 233,46*** NR 20 ( 8 %) magnética + ( ) naranJa 20- o ultrasonido 2010 
-sU.1Ji>i-ü<lü.ct:ü- · ---------- · -- -- ----- ----- -- ------ ---- -------------------- --------- -- -- ---- ·- --- ------ ------ --------- --
obtenido de la 133,58 - etanol agit~ci?n Kong et al. 
elaboración de 265,00*** NR 20 (80 %) mecamca (2010) 

J?!l!~ ~~ ~l!:Y~~-é!.': _ -- . ----------------------------... -.. ------ --- ----.... -------. --------. ---------------------------
Residuo de uva 
rojaL 

5,41±0,15 mg 
AG-100 mL-1** NR' 3 

etanol 
(53 %) 

agitación Ghafoor et al. 
magnética+ (2009) 
ultrasonido -se.iñli1as- -- -- -·--- --- · --- -- · · · -------------- -- --- ·· · · · · · ------ ------ -· · ·· · --- ---- · --- -· ·· · ------ ---- ---- ----- -- --· · -· 

NR 4,370 - etanol agitación Karvela et al. 
desengrasadas de 13,992*** 48 (40-60 %) magnética (2009) 
uvaL 

Residuo de 
cebollaL NR 2125 -9300*** 16 etanol 

(40-60 %) 
agitación 
magnética 

Kiassos et al. 
(2009) 

-~---<l- --~--- --------------------------------- --- -------------- -- --- -- --- -;---1- --- --eXii-ii.C:C:lóii ---- · wiJñiaai-<1&- -
esi uo Le NR 1442±58** 3 & an~) con líquido Brunton 

-~~~~~-~~ ____ _________________ _____ ________ _____ ___ . _________________ .. __ --~--º--- __ __ PF~~~r_:~z_é!.<!9 __ ___ (~~9-~L .. ___ _ 
Residuo de uvas 
obtenido del 
proceso de 
elaboración de 
vino blancoL 

NR 1472 - 6681*** 30 
etanol 
(50 %) 

agitación 
mecánica 

Bucié-Kojié et 
al. (2007) 

-- --------------- ----------------- -------------------- -- -------------- ------------------- ---- --------------- ----- -----
Cáscara de limón 
Yen BenL 

Cáscara de limón 
MeyerL 

Residuo de 
grosella negraL 

76,84±0,51-
113,11±0,76** 

33,86±1,28-
52,89±0,95** 

6,2-38,3 mg 
AG-100 mL-1**** 

5,8-24,7mg 
AG-100 mL-1**** 

NR 21 

NR 21 

NR 19 

NR 19 

agua tratamiento 
bidestilada enzimático 

agua tratamiento 
bidestilada enzimático 

metanol 
(60%) 

tratamiento 
enzimático 

agua tratamiento 
bidestilada enzimático 

Li et al. (2006) 

Li etal. (2006) 

Landbo& 
Meyer (2001) 

Landbo& 
Meyer (2001) 

*Valores reportados como promedio ± intervalo de confianza con un nivel de confianza del 95 %. **Valores reportados como 
promedio ±desviación estándar. ***Valores reportados como un rango (obtenidos de un Diseño de superficie de respuesta). 
****Valores reportados como rango de polifenoles totales. n= número de ensayos. NA= no aplica. NR= no reportado. 
PPProceso de extracción realizado a nivel de planta piloto. LProceso de extracción realizado a nivel de laboratorio. 
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Según los resultados mostrados en el cuadro anterior, el contenido de polifenoles varía de 

acuerdo con el método de extracción, en donde hay que tomar en cuenta varios factores: 

tipo de agitación, tipo de solvente, temperatura, tiempo, relación solvente/sólido, pH, 

tamaño de partícula, entre otros. Por estas razones realizar una comparación de los 

diferentes extractos mostrados en el Cuadro XXXII puede ser no objetiva ya que las 

condiciones de extracción son muy diferentes; sin embargo, es interesante evaluar el 

potencial del extracto del SPIM analizando extractos obtenidos en otros estudios. 

En el Cuadro XXXIII se puede apreciar que los solventes más utilizados en estos estudios 

fueron el etanol (a diferentes concentraciones) y el agua (usualmente purificada mediante 

destilación). El uso de etanol aumenta la recuperación de los solutos de interés (en este 

caso de los polifenoles) debido al aumento de la afinidad molecular; sin embargo, el uso de 

este solvente aumenta el costo del proceso y, según el uso del extracto, podría requerir 

operaciones posteriores de eliminación del solvente (Wang, 2011). 

Según la información recopilada (Cuadro XXXIII), el extracto del SPIM presenta un 

contenido inferior de PT con respecto a los extractos obtenidos de semillas de uva (valor 

reportado en mg AG·lOO g-1 de extracto en base seca), cáscaras de naranja, subproducto de 

guayaba y cáscaras de limón Yen Ben (valores reportados en mg AG·lOO g-1 de extracto en 

base húmeda). Por otra parte, el SPIM presenta mayor contenido de polifenoles totales que 

los extractos de residuos de uvas obtenidos de la elaboración de vino blanco, semillas 

desengrasadas de uva, residuo de manzana (extracción con agitación magnética y con 

líquido presurizado) (en base seca) y que los extractos de residuo de uva roja, de residuo de 

grosella negra (extracción con agua y con metanol 60%), y de cáscara de limón Meyer (base 

húmeda); además, muestra valores dentro del rango reportado para el extracto de residuo 

de cebolla (en base seca). 

Es necesario anotar que la información del Cuadro XXXIII muestra extractos de 

polifenoles obtenidos mediante diversos métodos de extracción a nivel de laboratorio 

(además los autores no mencionan que hayan realizado, en la determinación de polifenoles 

totales, la corrección por interferencias), a diferencia del proceso de extracción realizado a 

nivel de planta piloto para obtener el extracto de polifenoles a partir del SPIM. Esto da 

mayor valor al proceso establecido en el presente estudio ya que, además de realizar la 

extracción a nivel de laboratorio, dicho proceso se escaló a nivel de planta piloto, lo que 
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podría permitir una valoración más realista de la factibilidad técnica y económica del 

proceso a nivel industrial. 

Proceso de micro.filtración 

Después de realizar el proceso de extracción se procedió a clarificar el extracto de 

polifenoles rico en ETs mediante microfiltración tangencial. Esta tecnología permite 

obtener un líquido (permeado) estable microbiológicamente debido al uso de una 

membrana de cerámica de tamaño de poro de 0,2 µm y, además, se puede disminuir o 

prácticamente eliminar el contenido de sólidos insolubles en suspensión, lo que facilita el 

proceso posterior de concentración utilizando membranas de ultrafiltración (sección 8). 

• Evaluación del efecto de la presión transmembranaria 

Primero se evaluó el efecto de la presión transmembranaria (Ptm) sobre el flujo de 

permeado y contenido de compuestos polifenólicos en el extracto. Para esta parte, los 

ensayos se realizaron a un FRV entre 1,1 y 1,3; para lograr esto se mantuvo un volumen de 

alimentación cercano al volumen muerto del equipo, y se recircularon el permeado y 

retenido al tanque de alimentación. Para comprobar que se mantenía el FRV constante a 

las diferentes presiones evaluadas se midió la turbidez en las muestras de retenido para 

cada repetición (ver Cuadro A-LXVI, Anexo 10.8), confirmando que los valores de turbidez 

en los retenidos se mantuvieron prácticamente constantes en cada ensayo. 

En la Figura 38 se puede observar el comportamiento del flujo de permeado con respecto a 

la aplicación de diferentes presiones transmembranarias. De acuerdo con Sotto (2008), es 

posible que con algunos productos el aumento de la Ptm genere un aumento en los flujos 

de permeado, ya que se incrementa la fuerza motriz, venciendo la resistencia ejercida por 

la membrana. Esta tendencia fue observada durante el proceso de microfiltración del 

extracto de polifenoles obtenido del SPIM. 

Se observó un efecto significativo de la Ptm sobre el flujo de permeado del extracto 

(p<o,05). Se pasó de un flujo de 282 a 418 L·h-1·m-2 al aumentar la presión de 2,58 a 6,22 

bar, respectivamente. Como se muestra en la Figura 38, cuando se evaluaron las presiones 

más bajas (de 2,58 a 4,22 bar) se presentó un mayor cambio en el aumento del flujo (el 

flujo aumentó ~98 L·h-1·m-2), el cual llegó a estabilizarse cuando se evaluaron las presiones 

más altas (de 4,86 a 6,22 bar), ya que el flujo aumentó ~23 L·h-1·m-2 • 
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Según varios autores, durante procesos de MF tangencial se presenta un rango de presión 

controlada, donde el flujo de permeado es directamente proporcional a la presión 

transmembranaria utilizada, y esto ocurre cuando se procesa a bajas presiones, bajas 

concentraciones de sólidos y altas velocidades tangenciales. Posteriormente, a mayores 

presiones de trabajo se presenta una disminución en el cambio de los flujos (formación de 

una torta o capa gel sobre la membrana) y se conoce como región de transferencia de 

masa controlada, donde los flujos son independientes de las presiones (Dobón & Bagger­

J 0rgensen, 2000; Baruah & Belfort, 2003; Ortiz et al., 2008; Echavarría et al., 2011; 

Laorko et al., 2013). Este fenómeno se observó cuando se trabajó con altas presiones, como 

se muestra en la Figura 38. 

500 

450 
"! 
E 400 

:.e: 350 ¿ 
o 300 

"O 
!U 

250 (1) 

E .... 
200 (1) 

a. 
(1) 150 "O 
o ·s 100 
ü: 

50 

o 
2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5 

Presión transmembranaria, Ptm (bar) 

Figura 38. Evaluación del efecto de la presión transmembranaria sobre el flujo de 
permeado durante el proceso de microfiltración tangencial (T= 30 ºC; FRV=1,1-1,3; U=6,1 
m·s-1) del extracto obtenido a partir del SPIM (barras indican intervalo de confianza al 95 
%, n=3). 

Cisse et al. (2011b) observaron un comportamiento similar al encontrado en esta 

investigación. Estos autores evaluaron presiones entre 1,2 y 3,7 bar (T= 35 ºC y U= 6 m·s-1
) 

para clarificar un extracto de flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) a un FRV de 1, 

encontrando que el flujo de permeado variaba ligeramente en el rango de Ptm evaluado; de 

esta forma, el mayor flujo se obtuvo a una presión transmembranaria intermedia dentro 

del rango evaluado. Los autores indican que es poco probable que el colmataje observado 
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esté ligado al aumento de la polarización de la concentración, y más bien estaría 

relacionado con el aumento de la resistencia hidráulica de la capa gel o torta que puede ser 

compresible (Cisse et al., 2011b). 

Por otra parte, en la Figura 39 se muestra el comportamiento del contenido de los 

principales compuestos polifenólicos presentes en el extracto, durante el proceso de 

microfiltración a las diferentes presiones evaluadas. Según el ANDEVA realizado, la Ptm 

no tuvo un efecto significativo sobre el contenido de antocianinas (p>o,05) pero sí sobre el 

contenido de elagitaninos (p<o,05). El contenido de ATCs se mantuvo en un promedio de 

18,7 ± 0,5 mg cianidina-3-glucósido·L-1
• Por otra parte, el contenido de ETs disminuyó de 

342 ± 4 a 263 ± 37 mg ácido elágico·L-1 (-23 %) al aumentar la presión de 2,58 a 6,22 bar. 

-----
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Figura 39. Evaluación del efecto de la presión transmembranaria sobre el contenido de 
compuestos polifenólicos durante el proceso de microfiltración tangencial (T= 30 ºC; 
FRV=1,1-1,3; U=6,1 m·s-1

) del extracto obtenido a partir del SPIM (barras indican intervalo 
de confianza al 95 %, n=3): a) contenido de antocianinas; b) contenido de elagitaninos. 

El comportamiento de la disminución de los ETs en el permeado en función de la presión 

se puede atribuir a la formación de una capa de solutos sobre la superficie de la membrana, 

la cual fue aumentando su resitencia conforme se incrementaba la presión y finalmente 

retuvo un mayor número de solutos de alto peso molecular (Carvalho et al., 2008). 

Mannapperuma (1997) indica que el aumento de la Ptm provoca un incremento en el 

tamaño de la capa gel, por lo que la concentración de solutos retenidos en la superficie de 
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la membrana aumenta, en este caso la concentración de ETs en la capa gel crece. Una vez 

formada la capa gel, cualquier incremento adicional de la presión simplemente aumenta el 

espesor de la capa y su resistencia hidráulica (Mannapperuma, 1997); de esta manera 

aumenta la retención de los ETs, en otras palabras, se da una disminución del contenido de 

estos compuestos en el extracto clarificado (permeado). 

Comparando los resultados obtenidos en las Figuras 38 y 39 se analizó cuál sería la Ptm 

más adecuada para realizar el proceso de MF en modo de concentración (ensayos de larga 

duración). Es importante encontrar un balance entre el flujo de permeado y la 

concentración de los compuestos fenólicos en el extracto clarificado; se desea el mayor 

flujo posible durante la MF y la mayor recuperación de polifenoles (ATCs y ETs) en el 

producto de interés (permeado). En este caso, el contenido de ATCs no fue afectado por la 

Ptm, pero se observó un comportamiento opuesto con respecto al flujo de permeado y al 

contenido de ETs ya que, al aumentar la Ptm, aumentaba el flujo pero disminuían los ETs 

en el permeado. Se realizó una prueba de Tukey, tomando la Ptm como un factor nominal, 

para escoger la presión más conveniente (Cuadro A-LXX, Anexo 10.8) y se encontró que a 

una Ptm de 3,60 bar se obtenían alt~s flujos y un alto contenido de ETs en el extracto 

clarificado. 

• Ensayos de micro.filtración tangencial en modo de concentración 

Se realizaron tres ensayos de MF tangencial en modo de concentración (hasta FRV= 12,6), 

utilizando el extracto obtenido del proceso de extracción a nivel de planta piloto el cual 

presentaba una turbidez baja (-250 NTU). Para estas pruebas se aplicó la presión 

transmembranaria que generó los mejores resultados en cuanto al flujo de permeado y a 

los contenidos de ATCs y ETs, como ya se mencionó en la sección anterior. Las condiciones 

de operación para estos ensayos fueron las siguientes: Ptm= 3,60 ± 0,02 bar; T= 30,0 ± 0,1 

ºC y U= 6,1 ± 0,2 m·s-1• Para evaluar la repetibilidad de los tres ensayos de MF tangencial 

se realizó una prueba F (F-test), la cual indicó que no había diferencias significativas 

(p>o,05) entre las tres curvas de MF del extracto (flujo versus tiempo), es decir, la prueba 

de MF del extracto obtenido del SPIM fue repetible a las condiciones aplicadas durante el 

proceso (ver Cuadro A-LXXI, Anexo 10.8). 

En la Figura 40 se observa que para los tres ensayos se presentó el comportamiento típico 

de la microfiltración de extractos y jugos de frutas caracterizado por una primera etapa, 
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durante los primeros 10 min de operación, en la que ocurre una caída severa del flujo de 

permeado debido a la formación de la capa de gel sobre la superficie de la membrana. Esta 

formación de la capa depende del tiempo y de la presión transmembranaria (Carneiro et 

al., 2002; Ortiz et al., 2008; Vaillant et al., 2008). La segunda etapa está caracterizada por 

una diminución gradual del flujo y depende principalmente del aumento de la 

concentración de partículas en la superficie de la membrana y la subsecuente deposición 

de ellas sobre la membrana (Vaillant et al., 2008). Resultados similares han sido 

reportados en la literatura para la clarificación de productos similares al extracto de 

polifenoles obtenido a partir del SPIM en cuanto a la turbidez, tales como jugo de manzana 

(Mondar et al., 2000), jugo de limón (Espamer et al., 2006), jugo de piña (Laorko et al., 

2010) y extracto de flor de Jamaica -Hibicus sabdariffa L.- (Cisse et al., 2011b). 
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Figura 40. Evaluación del flujo de permeado y factor de reducción volumétrico durante el 
proceso de microfiltración tangencial (T= 30,0 ºC; Ptm= 3,60 bar; U=6,1 m·s-1) del 
extracto obtenido a partir del SPIM (n=3). 

Como era de esperarse, un producto con baja turbidez como el extracto presenta flujos de 

permeado altos; en la Figura 40 se puede observar que se dio una disminución de 252 a 217 

L·h-1·m-2 a factores de reducción volumétricos de 6 y 12, respectivamente. Los flujos de 

permeado estuvieron por encima de 200 L·h-1·m-2 , valores altos para el FRV alcanzado, lo 

que constituye un alto rendimiento (92 %). No hay referencias sobre cuál debe ser el flujo 
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de permeado mínimo o el ideal, ya que depende del producto y de las condiciones de 

operación; sin embargo, Vaillant et al. (2004) reportan que 50 L·h-1-m-2 es el flujo mínimo 

que se debe presentar para que sea factible técnicamente la MF para el procesamiento de 

jugos de frutas. 

En el Cuadro XXXIV se muestran los parámetros evaluados en las diferentes muestras 

obtenidas durante el proceso de microfiltración del extracto de polifenoles a un FRV de 

12,6: alimentación, permeado y retenido. Los resultados del ANDEVA realizado indican 

que se encontraron diferencias significativas (p<o,05) para seis de las nueve variables­

respuesta analizadas, sólidos insolubles en suspensión (SIS), turbidez, acidez, sólidos 

solubles, contenido de antocianinas y capacidad antioxidante (ORAC-H). 

Cuadro XXXIV. Parámetros físico-químicos de las muestras obtenidas durante el 
proceso de microfiltración tangencial (FRV=12,6) del extracto obtenido a partir del SPIM*. 

Parámetro 
Muestras del proceso de MF** 

Alimentación Permeado Retenido 

Sólidos insolubles en suspensión (g-100 g-1) 0,70 ± o,07b 0,08 ± o,ooc 1,53 ± 0,06• 

Turbidez (NTU) 249 ± 24b 0,5 ± o,1c 6604 ± 371• 

Acidez (g·100 g-1) 0,372 ± 0,004 b 0,35 ± o,01c 0,397 ± 0,008• 

Sólidos solubles (ºErix) 1,28 ± o,04b 1,24 ± o,05b 1,74 ± 0,05• 

pH 3,30 ± 0,03• 3,31 ± 0,03• 3,28 ± 0,04• 

ATCs (mg cianidina-3-glucósido·g-1, ES) 2,0 ± 0,2• 2,3 ± 0,2ª 1,4 ± 0,4b 

ETs (mg ácido elágico·g-1, ES) 33 ± 2ª 34 ± 2ª 38 ± 5ª 

ORAC-H (µmol trolox equivalentes·g-1, ES) 1184 ± 97"b 1270 ± 135ª 931±177b 

PT (mg ácido gálico·g-1, ES) 65 ± 5ª 66 ± 3ª 59 ±3ª 

*Datos son reportados como promedio± intervalo de confianza (n=3), con un nivel de confianza del 95 %. 
Promedios en una misma fila con letras diferentes son significativamente diferentes (Tukey, p<o,05). 
**Condiciones de MF: T= 30,0 ºC; Ptm= 3,60 bar; U=6,1 m-s-1 • ATCs= antocianinas; ETs= elagitaninos; 
ORAC-H= capacidad antioxidante hidrofílica; PT= polifenoles totales. BS= base seca del extracto. 

El proceso de MF permite reducir considerablemente los valores de turbidez y SIS en los 

jugos y extractos clarificados, pasando de un extracto turbio (Figura 4i.a) a uno de 

apariencia translúcida (Figura 4i.b). El extracto microfiltrado (permeado) presentó un 

valor de turbidez menor a 1 NTU; esto cumple con lo establecido según Cancino et al. 

(2004) para denominarse producto clarificado, pues es menor a 5 NTU. La MF separa los 
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sólidos en suspensión que flotan en la disolución del extracto, además de las 

macromoléculas grandes. Como se aprecia en el Cuadro XXXIV, el permeado presenta los 

menores valores de SIS y turbidez, y el retenido los mayores valores de estos parámetros 

analizados (p<o,05). Estos resultados cumplen con lo esperado, ya que durante el proceso 

de MF se van acumulando las moléculas y compuestos que no logran atravesar la 

membrana, generando un fluido turbio y oscuro como se muestra en la Figura 41.c. 

Figura 41. Comparación de las muestras obtenidas durante el proceso de microfilt ración 
tangencial del extracto obtenido a partir del SPIM: a) extracto de alimentación; b) extracto 
permeado; c) extracto retenido (FRV= 12,6). 

Al comparar el contenido de antocianinas, elagitaninos, polifenoles totales y capacidad 

antioxidante en base seca en las muestras de alimentación y permeado (Cuadro XXXIV), se 

observa que no se presentaron diferencias siginificativas (p>o,05), lo que indica que la 

clarificación mediante MF no alteró la concentración de estos compuestos en el extracto 

obtenido del SPIM. Estudios previos han reportado que la MF no genera pérdidas o 

retención de compuestos polifenólicos en extractos con bajo contenido de SIS (y por lo 

tanto un bajo valor de turbidez). Por ejemplo, Meng et al. (2006) encontraron que la 

microfiltración (membrana de cerámica con tamaño promedio de poro de 0,2 µm) de un 
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extracto acuoso de Perilla frutenscens no disminuyó el contenido de flavonoides (medido 

como contenido de antocianinas yflavonas). Asimismo, Cisse et al. (2011b) mencionan que 

después de la microfiltración (membrana de cerámica con tamaño promedio de poro de 

0,2 µm) de un extracto de flor de Jamaica, el contenido total de antocianinas no cambió 

con respescto a la materia prima. 

En lo referente al contenido de acidez, sí se presentaron diferencias significativas (p<o,05) 

entre el permeado y la alimentación, siendo mayor este parámetro en el extracto de 

alimentación, aunque la diferencia fue de 0,022 g·lOO g-1 entre ambas muestras; por otro 

lado, el valor de pH no fue significativamente diferente (p>o,05) en las distintas muestras 

obtenidas del proceso de MF: alimentación, permeado y retenido. 

El objetivo de la microfiltración es separar los compuestos insolubles y obtener una 

fracción clarificada estable microbiológicamente, manteniendo las características 

sensoriales y funcionales del producto (Echavarría et al., 2011); en este caso se cumplió con 

el objetivo de eliminar los sólidos insolubles y mantener o preservar el contenido de 

polifenoles (PT, ETs y ATCs), así como la capacidad antioxidante en el extracto clarificado 

(permeado). 

7.3 Conclusiones y recomendaciones 

7.3.1 Conclusiones 

• El extracto obtenido durante el escalamiento a nivel de planta piloto (utilizando un 

volumen 100 veces mayor) presentó pocas desviaciones con respecto al generado 

durante el proceso de extracción realizado a nivel de laboratorio. Los factores que 

pudieron incidir durante el escalamiento en las diferencias encontradas entre los 

extractos fueron el uso de un agitador mecánico diferente (distinto diseño y 

potencia), y un mayor tiempo transcurrido durante las etapas de enfriamiento y 

prensado. 

• De acuerdo con las condiciones evaluadas durante la etapa de microfiltración, se 

encontró un efecto opuesto de la presión transmembranaria sobre el flujo de 



permeado y el contenido de ETs presente en el extracto clarificado. Al aumentar la 

Ptm se incrementa el flujo de permeado; sin embargo, disminuye el contenido de 

ETs, lo que puede ser explicado por el aumento de la resistencia de la capa gel 

formada sobre la membrana. 

• Durante la etapa de MF del extracto se obtuvieron flujos de permeado altos (~200 

L·h-1·m-2) debido a las características de su composición físico-química, lo que 

constituye un aspecto positivo debido a que se obtienen altos rendimientos. 

• La MF cumplió con su objetivo ya que separó los compuestos insolubles para 

obtener una fracción clarificada estable microbiológicamente y no alteró las 

características funcionales del producto. Esto porque se mantuvo el contenido de 

PT, ETs y ATCs, así como la capacidad antioxidante en el extracto clarificado 

(permeado ). 

7.3.2 Recomendaciones 

• Evaluar el proceso de extracción a nivel de planta piloto utilizando la misma 

potencia del agitador mecánico empleado a nivel de laboratorio para eliminar esta 

variable como un factor que pueda afectar el proceso de extracción de los 

polifenoles presentes en el SPIM. 

• Evaluar otros parámetros de operación durante la microfiltración del extracto tales 

como la temperatura, velocidad tangencial, factor de reducción volumétrico, entre 

otros. 

• Evaluar la reutilización del retenido que se genera durante la MF, el cual contiene 

una cantidad significativa de polifenoles. 

• Buscar alternativas innovadoras para aprovechar el subproducto que queda 

después del proceso de extracción, el cual todavía retiene un alto contenido de 

polifenoles y presenta un alto contenido de fibra dietética y ácidos grasos 

poliinsaturados. 
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VIII. Objetivo 3 
Evaluación del proceso de ultra.filtración tangencial para obtener un 

extracto concentrado de polifenoles rico en elagitaninos y con alto 

grado de pureza, analizando diferentes parámetros de proceso 



VIII. OBJETIVO 3 

8.1 Metodología 

8.1.1 Diseño experimental 

Se evaluó el efecto de la presión transmembranaria y del tipo de membrana en el proceso 

de ultrafiltración sobre la concentración y purificación del extracto de polifenoles, y en el 

desempeño del proceso (flujos y consumo de energía). Se empleó un diseño irrestricto 

aleatorio con un arreglo factorial 2x7 (ver Cuadro XXXV) para evaluar dos factores, el tipo 

de membrana (Inside Céram y Membralox) y la presión transmembranaria, la cual es 

controlada con la presión de aire comprimido de la bomba neumática (20, 30, 40, 50, 60, 

70 y 80 psi). El tipo de membrana se evaluó como factor nominal y la presión 

transmembranaria como factor continuo. Para cada ensayo se partió de 6 kg de extracto 

clarificado (obtenido mediante MF) y para cada tratamiento se realizaron tres repeticiones. 

Cuadro XXXV. Diseño experimental para la evaluación del tipo de membrana y la 
presión transmembranaria sobre la concentración y purificación del extracto de 
polifenoles. 

Factor1: Factor 2: 

Tratamiento Tipo de membrana Presión aire Presión trans-
comprimido (p si) membranaria (bar) 

1 Inside Céram (1 kDa) 20 2,76 

2 Inside Céram (1 kDa) 30 3,50 

3 Inside Céram (1 kDa) 40 4,33 

4 Inside Céram (1 kDa) 50 5,03 

5 Inside Céram (1 kDa) 60 5,68 

6 Inside Céram (1 kDa) 70 6,27 

7 Inside Céram (1 kDa) So 6,82 

s Membralox (5 kDa) 20 2,76 

9 Membralox (5 kDa) 30 3,50 

10 Membralox (5 kDa) 40 4,33 
11 Membralox (5 kDa) 50 5,03 

12 Membralox (5 kDa) 60 5,6S 

13 Membralox (5 kDa) 70 6,27 

14 Membralox (5 kDa) So 6,82 
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8.t.2 Procedimiento 

Ultrafiltración tangencial del extracto 

El proceso de ultrafiltración del extracto clarificado de polifenoles se realizó en la misma 

unidad piloto de MF-UF descrita anteriormente en la sección 7.i.2 (ver Figura 35). En los 

ensayos de UF se utilizaron dos tipos de membranas de cerámica: 1) membrana tubular de 

óxido de titanio (Ti02) y zirconia (Zr02) de 23 canales de la marca Inside Céram™ (Tami 

Industries, Francia) con un punto de corte MWCO = 1 kDa y un área efectiva de 0,35 m2; y 

2) membrana tubular de zirconia (Zr02) de 19 canales, marca Membralox® (Pall 

Corporation, Francia) con un MWCO = 5 kDa y un área efectiva de filtración de 0,22 m 2. 

Estas membranas fueron elegidas debido a su disponibilidad en el CITA y a su 

aplicabilidad a nivel industrial. Todos los ensayos se realizaron a 30 ºC, para evitar una 

posible degradación de los compuestos bioactivos debido al uso de temperaturas más altas. 

• Evaluación del efecto de la presión transmembranaria y del tipo de membrana 

Para evaluar el efecto de la presión transmembranaria y el tipo de membrana se probaron 

7 presiones transmembranarias: 2,76; 3,50; 4,33; 5,03; 5,68; 6,27 y 6,82 bar; y como ya se 

mencionó, se utilizaron 2 membranas con diferente MWCO: 1 y 5 kDa. Para estos ensayos 

cada presión se mantuvo constante durante 30 minutos (tiempo de estabilización) a una 

velocidad tangencial (U) de 7,1±0,3 (1 kDa) y 5,5±0,2 m·s-1 (5 kDa). Los valores de flujo de 

permeado se tomaron durante los últimos 10 minutos para cada presión; después de ese 

tiempo la presión se incrementaba al siguiente valor. Las muestras de permeado y 

retenido, para cada presión, fueron tomadas en el último instante (después del tiempo de 

estabilización) y las cantidades nunca excedieron 50 mL. Asimismo, el permeado y el 

retenido eran reciclados de nuevo al tanque de alimentación con el fin de mantener una 

concentración de alimentación constante (todos los experimentos se realizaron a un valor 

de FRV entre 1,1-1,3). Las muestras de alimentación, retenido y permeado fueron 

inmediatamente congeladas a -20 ºC en bolsas metalizadas hasta su análisis. 

• Ensayos de ultra.filtración tangencial en modo de concentración 

Una vez seleccionada la presión transmembranaria y tipo de membrana más adecuados 

para UF con base en los resultados de retención de elagitaninos y antocianinas, además de 
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los flujos de permeado y consumo de energía, se procedió a realizar los ensayos de UF en 

modo de concentración. Se elaboraron las gráficas correspondientes para cada ensayo de 

acuerdo con los datos recopilados, con el objetivo de estudiar el comportamiento del flujo 

de permeado (L·h-1·m-2 ; ver Ecuación 4, sección 3.5.7) y el factor de reducción volumétrica 

(FRV, ver Ecuación 20, sección 7.i.2). Además, se determinó la concentración de 

elagitaninos y antocianinas, así como la concentración de los otros parámetros (sólidos 

solubles, acidez titulable, polifenoles totales, capacidad antioxidante) en el extracto de 

alimentación, permeado y retenido. 

Se obtuvieron muestras del extracto de alimentación, permeado y retenido (extracto 

concentrado) a un FRV= 7,9. Todas las muestras se empacaron en bolsas laminadas, las 

cuales de inmediato se sellaron y almacenaron a -20 ºC hasta su análisis. Las muestras 

luego se descongelaron a temperatura de refrigeración (5 ºC) para determinar la humedad, 

pH, sólidos solubles, acidez titulable, concentración de elagitaninos totales y antocianinas 

totales por HPLC-DAD, ORAC-H y polifenoles totales (ver secciones 4-4-1 - 4-4-3). El valor 

de turbidez de las muestras se deter1!1inó antes de congelarlas (ver sección 5.2.1). En la 

Figura 42 se muestra el flujo de proceso para la obtención del extracto concentrado de 

polifenoles rico en elagitaninos a nivel de planta piloto mediante ultrafiltración. 

Retención de los polifenoles (elagitaninos y antocianinas), sólidos solubles y 

acidez titulable 

Para realizar el análisis de la retención de los compuestos de interés (elagitaninos, 

antocianinas, sólidos solubles y acidez titulable) por la membrana se estimó la 

concentración de cada compuesto tanto en el permeado como en el retenido. Para calcular 

la retención de estos compuestos se utilizó la Ecuación 21: 

donde: 

( Cip) 
R¡ = 1--. X 100 

Cir 
(Ecuación 21) 

R;= retención del compuesto de interés -antocianinas, elagitaninos, sólidos solubles y 

acidez titulable- (%) 

C;p= concentración del compuesto de interés en el permeado (mg del compuesto·g-i, BH) 

C;r= concentración del compuesto de interés en el retenido (mg del compuesto·g-1, BH) 
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Estimación del consumo de energía 

Se evaluó el poder consumido a cada presión transmembranaria evaluada, según la 

Ecuación 22. Además, se calculó la energía que se necesita para producir un litro de 

permeado durante una hora de ultrafiltración por metro cuadrado de la membrana 

(Ecuación 23): 

donde: 

E: poder de consumo (W) 

fac: consumo de la bomba centrífuga (W) 

Ebn: consumo de la bomba neumática (W) 

(Ecuación 22) 

(Ecuación 23) 

EL: energía que se necesita para producir un litro de permeado durante una hora de 

ultrafiltración (W·h·L-1) 

Jp: flujo de permeado (L·h·-1·m-2 ) 

A: área de la membrana (m2 ) 

' 

Pureza del extracto de polifenoles 

Para realizar el análisis de pureza del contenido de polifenoles con respecto a los sólidos 

totales, se estimó la concentración de los polifenoles totales y el contenido de sólidos 

totales en el retenido. Para calcular la pureza de estos compuestos se utilizó la Ecuación 

24: 

donde: 

CPTr 
PpT = -e- x 100 

STr 
(Ecuación 24) 

PPT= pureza del extracto de polifenoles con respecto al contenido de sólidos totales (g de ácido 

gálico ·100 g-l de sólidos totales) 

CPTr= concentración de polifenoles totales en el retenido (g deácido gálico·g-1, BH) 

Csrr= concentración de sólidos totales en el retenido (g de sólidos totales·g-1, BH) 
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Extracto clarificado 

ULTRAFILTRACIÓN 
Membrana lnside Céram 
0,35 m 2

; MWCO= 1 l<Da; 
U= 7, 1 nrs-1

; Ptm*; 
T= 30 ºC; FRV= 1, 1-1,3 

** El tipo de membrana y la 
presión transmembranaria 
corresponden a las 
condiciones más adecuadas 

* Se evaluaron 7 
Ptm: 2,76; 3,50; 
4,33; 5,03; 5,68; 
6,27 y 6,82 bar 

ULTRAFILTRACIÓN 
(Modo concentración) 
Membrana lnside Céram 
0,35 m 2

; MWC0=1 l<Da**; 
U= 7, 1 nrs-1

; Ptm= 6,25 
bar**; T= 30 ºC; hasta 

FRV= 7,9 

ULTRAFILTRACIÓN 
Membrana Membralox 

0,22 m2
; MWCO= 5 l<Da; 

U= 5,5 nrs·1
; Ptm*; 

T= 30 ºC; FRV= 1, 1-1,3 

Permeado 

Extracto concentrado de 
polifenoles rico en elagitaninos 

Figura 42. Flujo de proceso para la obtención de un extracto concentrado de polifenoles 
rico en elagitaninos a nivel de planta piloto mediante ultrafiltración. 

8.1.3 Análisis estadístico 

Con los resultados obtenidos se realizó un análisis de varianza (ANDEVA) para diseño 

factorial para cada variable respuesta, con el fin de evaluar la interacción del tipo de 

membrana y la presión transmembranaria; además, se realizó una prueba de Tukey, 

utilizando la presión transmembranaria como factor nominal, para elegir la presión más 

adecuada. Para comparar las muestras obtenidas durante el proceso de UF (FRV= 7,9) se 

realizó un análisis de varianza (ANDEVA) para cada variable respuesta. Por otra parte, 

para evaluar la repetibilidad de los ensayos de UF tangencial (modo de concentración) se 

realizó una prueba F (F-test); además, se realizó una comparación de gráficas del proceso 

de ultrafiltración con el fin de evaluar el flujo de permeado y FRV en función del tiempo. Se 

utilizó el programa estadístico Statistica 7 (Statsoft®, USA). 



143 

8.2 Resultados 

Con el propósito de lograr la concentración del extracto de polifenoles rico en elagitaninos 

se realizaron ensayos de ultra:filtración utilizando el equipo piloto de MF-UF. Para realizar 

las actividades de este objetivo se utilizó como materia prima el extracto clarificado 

obtenido del proceso de microfiltración (sección 7.2). Primero se evaluó el efecto de la 

presión transmembranaria y del tipo de membrana y posteriormente se evaluó el 

desempeño y efecto del proceso de UF en modo de concentración. 

• Evaluación del efecto de la presión transmembranaria y del tipo de membrana 

Estos ensayos se realizaron a un FRV entre 1,1 y 1,3; para lograr esto se mantuvo un 

volumen de alimentación cercano al volumen muerto del equipo, y se recircularon el 

permeado y retenido al tanque de alimentación. Para comprobar que se mantenía el FRV 

constante a las diferentes presiones se midió la turbidez en las muestras de retenido para 

cada repetición (ver Cuadros A-LXXXI y A-LXXXII, Anexo 10.9). De esta forma se 

confirmó que los valores de turbidez en los retenidos fueron similares y constantes en cada 

ensayo. 

En la Figura 43 se puede observar el comportamiento del flujo de permeado en cada tipo 

de membrana con respecto a la aplicación de las diferentes presiones transmembranarias 

evaluadas. Se observó un efecto significativo de la Ptm sobre el flujo de permeado del 

extracto clarificado (p<o,05); para ambas membranas se dio un aumento al incrementarse 

la Ptm. Utilizando la membrana de 1 kDa el flujo pasó de 6,7 a 14,3 L·h-1-m-2 y con la de 5 

kDa el flujo aumentó el doble (de 8 a 16 L·h-1-m-2) al incrementarse la presión de 2,76 a 

6,82 bar, respectivamente. El factor tipo de membrana no ejerció un efecto, además no se 

presentó interacción entre el tipo de membrana y la presión transmebranaria (p>o,05) 

(ver Cuadro A-LXXXIII, Anexo 10.9). 

El aumento del flujo sigue un comportamiento lineal al aumentar la Ptm, similar para 

ambas membranas (Figura 43). Este comportamiento también ha sido observado por otros 

autores en el proceso de ultrafiltración de jugos y extractos. Díaz-Reinoso et al. (2009) 

encontraron que el aumento de la presión transmembranaria (de 2 a 8 bar) generaba un 

aumento lineal del flujo de permeado durante la UF de un extracto obtenido del proceso de 

fermentación de uva utilizando una membrana tubular de cerámica (Ti02) y otra con una 
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configuración espiral enrollada (polietilenglicol), ambas con un MWCO de 1 kDa. También 

Cisse et al. (2011a) mencionan que este comportamiento fue observado durante la UF de 

un extracto de flor de Jamaica (Ptm=5-30 bar) con una membrana de hoja plana de 

polietersulfona de 5 kDa. 

"i 

~ 
~:.e: 

¿ 
o 
-e 
ra 
Q) 

E ... 
Q) 
c. 
Q) 
-e 
o ·:¡ 
¡¡: 

20 

18 

16 

14 

12 

10 

8 

6 

4 

2 

o 
2,0 

-- lnside Céram (1 kDa) 
--+- Membralox (5 kDa) 

2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5 7,0 7,5 

Presión transmembranaria, Ptm (bar) 

Figura 43. Evaluación del efecto de la presión transmembranaria y tipo de membrana 
sobre el flujo de permeado durante el proceso de ultrafiltración tangencial (T= 30 ºC; 
FRV=1,1-1,3; U=5,5-7,1 m·s-1) del extracto clarificado obtenido a partir del SPIM (barras 
indican intervalo de confianza al 95 %, n=3). 

De acuerdo con el valor nominal del MWCO de cada membrana utilizada, se esperaba que 

la membrana de 5 kDa (Inside Céram) presentara un mayor flujo de permeado con 

respecto a la de 1 kDa (Membralox); sin embargo, los flujos de ambas membranas no 

presentaron diferencias significativas (p>o,05) en cada presión evaluada. Hay que indicar 

que, a pesar de estar elaboradas de materiales similares, ambas membranas son de marcas 

diferentes (fabricadas por diferentes compañías), por lo que la distribución del tamaño de 

los poros podría no ser la misma en cada membrana evaluada, lo que puede incidir en los 

flujos de permeado obtenidos en el rango de presión evaluado. 

En las Figuras 44.a y 44.b se muestran los resultados de retención de acidez titulable y 

sólidos solubles, respectivamente, para cada Ptm evaluada y según el tipo de membrana, 
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valores calculados de acuerdo con la Ecuación 21 (sección 8.1.2). Se observó un efecto 

significativo de la Ptm y del tipo de membrana sobre la retención de acidez (p<o,05). La 

Figura 44.a muestra que al aumentar la Ptm se da un aumento en la retención de acidez en 

el extracto (retenido). Este parámetro presentó un rango de 20-42 % y 8-28 % para las 

membranas Inside Céram y Membralox, respectivamente. Por otra parte, solamente el tipo 

de membrana ejerció un efecto sobre la retención de sólidos solubles (p<o,05). En este 

caso, al igual que con la acidez, la retención fue mayor en la membrana Inside Céram 

(promedio de 42 ± 1 %) con respecto a la Membralox (promedio de 38, 7 ± 0,4 %). 
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Figura 44. Evaluación del efecto de la presión transmembranaria y tipo de membrana 
sobre la retención de ciertos compuestos durante el proceso de ultrafiltración tangencial 
(T= 30 ºC; FRV=1,1-1,3; U=5,5-7,1 m·s-1) del extracto clarificado obtenido a partir del SPIM 
(barras indican intervalo de confianza al 95 %, n=3): a) retención de acidez; b) retención 
de sólidos solubles. 

Los niveles de retención observados con las dos membranas evaluadas son altos, tomando 

en cuenta la masa molecular de los solutos retenidos, 134,1 g·mol-1 para ácido málico y 

342,3 g·mol-1 para la sacarosa, siendo estas moléculas los principales componentes que 

contribuyen en la acidez y en los sólidos solubles del extracto, respectivamente. Por lo 

tanto, la retención de estos compuestos no puede ser sólo explicada por consideraciones 

estéricas. Esto probablemente se debe a otros fenómenos como interacciones entre los 

solutos y el material de la membrana, la asociación de los solutos con macromoléculas 

retenidas, etc. (Kalbasi & Cisneros-Zevallos, 2007; Cisse et al., 2011a). 



Los valores de retención de antocianinas y elagitaninos para las dos membranas, a las 

diferentes presiones transmembranarias aplicadas, se muestran en las Figuras 45.a y 45.b. 

Tanto para la retención de ATCs como de ETs se observó un efecto significativo de la Ptm y 

del tipo de membrana (p<o,05). Además se evidenció una interacción entre ambos factores 

sobre la retención de ETs; esto implica que el efecto de la Ptm depende del tipo de 

membrana, en otras palabras, al comparar la curva de retención de ETs de cada 

membrana, éstas no presentaron la misma tendencia al aumentar la Ptm. 
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Figura 45. Evaluación del efecto de la presión transmembranaria y tipo de membrana 
sobre la retención de compuestos polifenólicos durante el proceso de ultrafiltración 
tangencial (T= 30 ºC; FRV=1,1-1,3; U=5,5-7,1 m·s-1) del extracto clarificado obtenido a 
partir del SPIM (barras indican intervalo de confianza al 95 %, n=3): a) retención de 
antocianinas; b) retención de elagitaninos. 

Para ambos compuestos (antocianinas y elagitaninos) los mayores valores de retención 

ocurrieron con la membrana Inside Céram, siendo más evidente el efecto del tipo de 

membrana sobre la retención de ATCs (ver Figura 45). Con respecto a este parámetro se 

presentó un rango de 68-91%y19-55 % para las membranas Inside Céram y Membralox, 

respectivamente. Por otra parte, la membrana Membralox presentó una mayor 

variabilidad en la retención de ATCs, principalmente al evaluar las presiones más altas 

(5,03; 5,68; 6,27y 6,82 bar). 
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En el caso de los ETs, la diferencia entre las curvas o rangos de retención de cada 

membrana fue menor, 80-92 % (Inside Céram) y 58-77 % (Membralox) con respecto a las 

curvas de retención de ATCs. Sin embargo, se observó que a altas presiones (5,03-6,82 bar) 

las diferencias entre membranas fue menor (las curv'as están más cercas); un 

comportamiento similar también fue observado por Cisse et al. (2011a). Igualmente, se 

evidenció una mayor variabilidad en la membrana Membralox, principalmente a presiones 

altas. Esto podría indicar que membranas con mayor MWCO son más sensibles a los 

cambios de presión en términos de retención de ATCs y ETs. Liu et al. (2011) encontraron 

un comportamiento similar cuando evaluaron la retención de polifenoles totales pero 

utilizando membranas de hoja plana (50 y 150 kDa). 

Este comportamiento de retención de los polifenoles analizados (ATCs y ETs) fue el 

esperado ya que la membrana Inside Céram (1 kDa) tiene un MWCO menor a la 

Membralox (5 kDa), por lo cual es razonable que la primera retenga una mayor cantidad de 

estos compuestos. Los menores porcentajes de retención de las ATCs con respecto a los 

ETs en la membrana de 5 kDa se deben al mayor tamaño molecular de los principales . 
elagitaninos presentes en el extracto (1870,2 y 2804,2 g·mol-1 para la sanguiína H-6 y 

lambertianina e, respectivamente). 

La Figura 46 muestra los valores de consumo de energía, calculados según la Ecuación 23 

(sección 8.1.2). El consumo de energía corresponde a la energía que se necesita para 

producir un litro de permeado durante una hora de ultrafiltración por metro cuadrado de 

membrana. Para este parámetro se obsevó un efecto significativo de la Ptm y del tipo de 

membrana, además se evidenció una interacción entre ambos factores (p<o,05) (ver 

Cuadro A-LXXXVIII, Anexo 10.9). La membrana Inside Céram presentó un menor 

consumo de energía (694-1460 W·h·L-1
) con respecto a la Membralox (1027-2045 W·h·L-1) 

en el rango de Ptm evaluado. Al aumentar la Ptm se dio una disminución de este 

parámetro y, como se observa en la Figura 46, este efecto fue más pronunciado al trabajar 

a bajas presiones. Esta disminución está asociada a un mejor aprovechamiento del 

consumo energético de la bomba de alimentación (neumática) y de la bomba centrífuga, 

debido a que la potencia eléctrica requerida en ambas bombas se mantiene casi constante 

al incrementar la presión transmembranaria, en el rango de presión evaluado. Analizando 

la Ecuación 23 para obtener el consumo de energía, el valor del numerador se mantuvo 

casi constante en cada presión (poder de consumo de las bombas); sin embargo, se dio un 



aumento del valor en el denominador (volumen de permeado), lo que provoca una 

disminución en el consumo de energía. 
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Figura 46. Evaluación del efecto de la presión transmembranaria y tipo de membrana 
sobre el consumo de energía durante el proceso de ultrafiltración tangencial (T= 30 ºC; 
FRV=1,1-1,3; U=5,5-7,1 m·s-1) del extracto clarificado obtenido a partir del SPIM (barras 
indican intervalo de confianza al 95 %, n=3). 

El consumo de energía está ligado al volumen de permeado (flujo de permeado x área de 

membrana) generado durante un período de tiempo determinado. En este caso, los flujos 

de permeado (L·h-1·m-2
) fueron similares para ambas membranas en el rango de presión 

evaluado (ver Figura 43); sin embargo, la membrana Inside Céram al presentar un área 

mayor de membrana o de filtración (0,35 m2), permitió generar un mayor volumen de 

permeado con respecto a la membrana Membralox (área de 0,22 m 2). Por ejemplo, a la 

presión de 6,27 bar se obtuvo un flujo promedio de 13,6 y 13,8 L·h-1·m-2 para las 

membranas Inside Céram y Membralox, respectivamente, lo que significa que se 

obtuvieron aproximadamente 4,8 y 3,0 litros de permeado por hora para cada membrana, 

respectivamente. En otras palabras, a una presión dada el uso de la membrana Inside 

Céram permitió consumir menos energía con respecto a la Membralox debido a que generó 

un mayor volumen de permeado en un tiempo determinado. 
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Para seleccionar las condiciones de operación más adecuadas (en este caso presión 

transmembranaria y tipo de membrana) deben ser considerados aspectos técnicos y 

económicos. Comparando los resultados mostrados anteriormente se evaluó cuál sería la 

membrana y Ptm más adecuadas para realizar el proceso de UF en modo de concentración 

(ensayos de larga duración). Se tiene que buscar un balance entre el flujo de permeado, el 

consumo enérgetico y la concentración de los compuestos fenólicos en el extracto 

(retenido). Se desea el mayor flujo posible durante la UF y la mayor retención de 

polifenoles (ATCs y ETs) en el producto de interés (retenido); por otro lado, se busca tener 

el menor consumo energético y la menor retención de acidez y sólidos solubles (ºBrix), esto 

último porque incide en la pureza del extracto final. 

Entre las membranas evaluadas no se encontraron diferencias entre las curvas de flujo de 

permeado; sin embargo, el consumo de energía fue menor para la membrana Inside Céram 

(debido al mayor volumen de permeado obtenido). Para los diferentes solutos evaluados, la 

membrana Inside Céram presentó los mayores valores de retención. Como ya se mencionó, 

en este caso se desea la mayor retención de ATCs y ETs y la menor de acidez y sólidos 
' 

solubles. A pesar de que la membrana Membralox retuvo menos ácidos y sólidos solubles 

con respecto a la Inside Céram, al comparar los valores de estos parámetros en los 

extractos concentrados, obtenidos por ambas membranas, se encontró que fueron 

similares. Las muestras presentaron rangos de acidez de 0,31-0,33 y 0,30-0,32 g ácido 

málico equivalente·100 g-1 para Inside Céram y Membralox, respectivamente. En el caso de 

los sólidos solubles se obtuvieron valores de 1,12-1,25 ºBrix (Inside Céram) y 1,28-1,30 

ºBrix (Membralox). Por las razones anteriores se decidió elegir la membrana de 1 kDa 

(Inside Céram). 

Es importante recalcar que, en los diferentes parámetros evaluados, la membrana 

Membralox presentó mayor variabilidad; esto reforzó más la decisión de escoger la 

membrana Inside Céram para realizar los ensayos en modo de concentración. Una vez 

seleccionada la membrana se analizó cuál presión transmembraria era la más adecuada. 

Para esto se realizó una prueba de Tukey tomando la Ptm como un factor nominal (Cuadro 

L-XXXIX, Anexo 10.9), y se encontró que a una Ptm de 6,27 bar se obtenían los mayores 

flujos de permeado y las mayores retenciones de ATCs y ETs en el extracto, además del 

menor consumo de energía (p<o,05); en cuanto a la retención de sólidos solubles, no se 

encontraron diferencias significativas entre las diferentes presiones (p>o,05). 
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• Ensayos de ultra.filtración tangencial en modo de concentración 

Se realizaron tres ensayos de UF tangencial en modo de concentración (hasta FRV= 7,9), 

utilizando el extracto clarificado obtenido del proceso de microfiltración (sección 7). Para 

estas pruebas se utilizó la membrana Inside Céram (MWCO= 1 kDa) y se aplicó la presión 

transmembranaria que generó los mejores resultados en cuanto al flujo de permeado y a la 

retención de ATCs y ETs, como ya se mencionó en la sección anterior. Las condiciones de 

operación para estos ensayos fueron las siguientes: Ptm= 6,25 ± 0,02 bar; T= 30,01 ± 0,02 

ºC y U= 7,1 ± 0,3 m·s-1
• Para evaluar la repetibilidad de los ensayos de UF tangencial, se 

tomaron en cuenta las curvas obtenidas de los dos últimos ensayos, ya que en el primero se 

presentaron dificultades técnicas con el medidor de caudal. Para esto se realizó una prueba 

F (F-test) la cual indicó que no habían diferencias significativas (p>o,05) entre las dos 

curvas de UF del extracto (flujo versus tiempo), lo que indica que la prueba de UF del 

extracto fue repetible a las condiciones aplicadas durante el proceso (ver Cuadro A-XCI, 

Anexo 10.9). 

En la Figura 47 se observa que para lbs dos ensayos se dio un comportamiento esperado 

para un proceso de ultrafiltración de extractos acuosos, similar al observado en los ensayos 

de microfiltración (Figura 40, sección 7.2). Se pueden apreciar tres etapas: una primera 

etapa que abarca los primeros 20 min de operación, en donde se observa que el flujo de 

permeado disminuye rápidamente, pasando de 85 a 30 L·h-1-m-2 (en promedio) lo que 

representa una caída de alrededor del 65 % respecto al flujo inicial. Esto es explicado por la 

formación de la capa gel que se genera por la deposición de los sólidos sobre la membrana, 

aumentando así la resistencia del flujo a través de esta. 

Una vez que se ha superado el establecimiento de la capa gel inicial de colmataje se da la 

segunda etapa caracterizada por una diminución gradual del flujo (entre los minutos 20 y 

100 de operación). Finalmente, la tercera etapa ocurre entre los 100 y 190 minutos, donde 

se matiene un flujo constante de aproximadamente 15 L·h-1-m-2 • Comportamientos 

similares han sido descritos por otros autores para el proceso de ultrafiltración de 

productos parecidos a este extracto de polifenoles, como extractos obtenidos de aguas 

residuales que se generan durante la extracción de aceite de oliva (Russo, 2007; Cassano et 

al., 2013), extracto obtenido del desecho de la fermentación de uva (Díaz-Reinoso et al., 

2009) y extracto de flor de Jamaica (Cisse et al., 2011a). 
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Figura 47. Evaluación del flujo de permeado y factor de reducción volumétrico durante el 
proceso de ultrafiltración tangencial (MWCO=l kDa; T=30,01 ºC; Ptm=6,25 bar; U= 7,1 
m·s-1

) del extracto clarificado obtenido a partir del SPIM (n=2). 

No hay referencia sobre cuál debe ser el flujo de permeado mínimo o el ideal para este tipo 

de proceso; sin embargo, hay datos sobre estudios realizados con membranas de cerámica 

del mismo tipo que la utilizada en esta investigación (Inside Céram, MWCO de 1 kDa) para 

concentrar mediante ultrafiltración extractos acuosos de polifenoles. Por ejemplo, Russo 

(2007) obtuvo flujos de ~35 L·h-1·m-2 a un FRV de 2,5 durante la UF de un extracto 

obtenido del proceso de extracción de aceite de oliva, aplicando una temperatura de 20-25 

ºC, una Ptm de 1,5 bar y una velocidad tangencial (U) de 4,7 m·s-1• Por otra parte, Díaz­

Reinoso et al. (2009) evaluaron la UF (hasta un FRV de 6,5) de un extracto obtenido del 

desecho de la fermentación de uva, y encontraron flujos de permeado de ~20 L·h-1-m-2 

aplicando una temperatura, Ptm y U de 20±4 ºC, 8 bar y 2 m·s-1, respectivamente. 

Si se comparan los datos anteriores con los flujos obtenidos en este estudio a un FRV de 

2,5 (32 L-h-1-m-2 ) y 6,5 (15,1 L-h-1·m-2 ) se encuentra que se obtuvieron flujos de permeado 

similares aunque aplicando condiciones de operación diferentes. Además, a un FRV de 7,9 

los flujos de permeado se mantuvieron cercanos a los 15 L·h-1-m-2 (ver Figura 47), lo que 

constituye un rendimiento de ~s7 %. El valor de flujo de permeado ideal va a depender de 

varios factores como el costo de proceso, el valor económico del producto final, tipo de 
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membrana, condiciones de operación (temperatura, velocidad tangencial, presión 

transmembranaria), entre otros. 

En el Cuadro XXXVI se muestran los parámetros evaluados en las diferentes muestras 

obtenidas durante el proceso de ultrafiltración del extracto de polifenoles a un FRV de 7,9, 

correspondientes a la alimentación, permeado y retenido. Los resultados del ANDEVA 

realizado indican que se encontraron diferencias significativas (p<o,05) para todas las 

variables respuesta analizadas: turbidez, acidez, sólidos solubles, contenido de 

antocianinas y elagitaninos, polifenoles totales y capacidad antioxidante (ORAC-H) 

(Cuadros A-XCII al A-XCIX, Anexo 10.9). 

Cuadro XXXVI. Parámetros físico-químicos de las muestras obtenidas durante el 
proceso de ultrafiltración tangencial (FRV=7,9) del extracto clarificado obtenido a partir 
del SPIM*. 

Parámetro 
Muestras del proceso de UF** 

Alimentación Permeado Retenido 

Turbidez (NI'U) 36 ± 1b 0,28 ± o,01c 604 ± 10ª 

Acidez (g·lOO g-1) 0,331 ± o,005h 0,30 ± o,02h 0,52 ± 0,09ª 

Sólidos solubles (ºBrix) 1,21 ± o,04h 0,96 ± o,09h 2,6 ± o,6ª 

pH 3,38 ± 0,01" 3,426 ± 0,008 ª 3,29 ± o,05h 

ATCs (mg cianidina-3-glucósido·g-i, BS) 0,37± o,05h 0,33 ± o,09h 1,6 ± 0,3ª 

ETs (mg ácido elágico·g-1, BS) 40 ±3b 14,0 ± o,5h 78 ± 23ª 

ORAC-H (µmol trolox equivalentes·g-i, BS) 1061±124ab 738 ± 175b 1364 ± 380• 

PT (mg ácido gálico·g-1, BS) 83 ± 14ab 44 ± nh 133 ± 50ª 

*Datos son reportados como promedio ± intervalo de confianza (n=3), con un nivel de confianza del 95 %. 
Promedios en una misma fila con letras diferentes son significativamente diferentes (Tukey, p<o,05). 
**Condiciones de UF: T= 30,01 ºC; Ptm= 6,25 bar; U=7,1 ms-1. ATCs= antocianinas; ETs= elagitaninos; 
ORAC-H= capacidad antioxidante hidrofilica; J:Yf= polifenoles totales. BS= base seca del extracto. 

Como se observa en el Cuadro XXXVI, la UF permitió disminuir la turbidez del extracto de 

alimentación (Figura 48.a) para así obtener un permeado transparente (turbidez inferior a 

1 NTU) y casi incoloro (Figura 48.b). Por otra parte, el retenido (extracto concentrado en 

polifenoles) aumentó su turbidez casi 17 veces con respecto al extracto de alimentación 

debido a la retención de los compuestos insolubles presentes en el extracto de 
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alimentación; además el producto retenido presentó un color rojo-vino más intenso 

ocasionado por la acumulación de antocianinas (Figura 48.c). 

Figura 48. Comparación de las muestras obtenidas durante el proceso de ultrafiltración 
tangencial (MWCO= 1 kDa) del extracto clarificado obtenido a partir del SPIM: a) extracto 
de alimentación; b) extracto permeado; c) extracto concentrado (retenido, FRV= 7,9). 

El extracto de alimentación presentó un valor de turbidez de 36 NTU a pesar de que éste 

fue clarificado mediante microfiltración, esto se debe a que el mismo estuvo almacenado 

en congelación durante 6 meses por cuestiones de logística, lo que provocó un aumento de 

la turbidez. Se ha observado que el almacenamiento en congelación de jugos y extractos de 

frutas clarificados (ricos en polifenoles) provoca la formación de complejos insolubles, lo 

que incide en el aumento de la turbidez. Según Landbo et al. (2006) las interacciones 

proteína-fenoles están involucradas en el desarrollo de la turbidez en jugos de bayas 

durante el almacenamiento en refrigeración y congelación. 

En el Cuadro XXXVI se observa que el retenido presentó los mayores valores de acidez y 

ºBrix (p<o,05); asimismo, entre la muestra de permeado y de alimentación no se 

presentaron diferencias significativas en los valores de ambos parámetros (p>o,05). Por 
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otro lado, el valor de pH fue significativamente menor (p<o,05) en la muestra de retenido, 

lo que es coherente con los datos obtenidos de acidez. Como ya se mencionó, a pesar de 

que la masa molecular de corte de la membrana es de 1 kDa, ocurre una retención de estos 

compuestos de un 41y62 %, respectivamente (Cuadro XXXVII), debido probablemente a 

interacciones entre los solutos y el material de la membrana, además de la asociación de 

estos compuestos con algunas de las macromoléculas retenidas e inclusive con los mismos 

polifenoles (Kalbasi & Cisneros-Zevallos, 2007; Cisse et al., 2011a). 

Con respecto al contenido de antocianinas, elagitaninos, polifenoles totales y capacidad 

antioxidante (en base seca) en las muestras de alimentación y permeado (Cuadro XXXVI), 

se observa que no se presentó diferencias siginificativas (p>o,05), aunque la tendencia fue 

que el permeado exhibió valores inferiores en estos parámetros con respecto a la 

alimentación. Por otra parte, el contenido de ATCs y ETs fue significativamente mayor en 

el retenido (p<o,05) en comparación con las muestras de alimentación y permeado. Para 

ambos parámetros, la membrana retuvo aproximadamente un 92 % en el extracto 

concentrado o retenido (Cuadro XXXVII). 

El extracto concentrado (o retenido) no presentó diferencias significativas con el extracto 

de alimentación en cuanto al contenido de polifenoles totales y al valor de ORAC-H 

(p>o,05). Sin embargo, en el retenido los valores de estos parámetros fueron 

significativamente superiores a los que presentó el permeado, siendo la retención de 

polifenoles totales de un 85 %, como se muestra en el Cuadro XXXVII. Este valor de 

retención de PT es similar al obtenido por Díaz-Reinoso et al. (2009); el estudio realizado 

por estos autores reportó una retención del 85 % de los polifenoles totales durante la UF 

(FRV de 6,5) de un extracto obtenido del desecho de la fermentación de uva utilizando una 

membrana Inside Céram de 1 kDa. Otros autores han reportado valores de retención de PT 

cercanos al obtenido en esta investigación, durante la UF de extractos acuosos ricos en 

polifenoles: 87 y 91% (Liu et al., 2011), 93 % (Cassano et al., 2013), 80 y 83 % (Chandini et 

al., 2013). 

El uso de membranas de UF requiere solo pequeñas cantidades de energía eléctrica y en el 

caso de su aplicación para concentrar requiere invertir menos consumo energético para 

eliminar o extraer agua en comparación con los procesos tradicionales de evaporación 

(Kumar, 2007). La UF permite realizar el fraccionamiento y la concentración de ciertos 
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compuestos de acuerdo con su tamaño molecular y a la afinidad de los solutos con la 

membrana. Esto se logró demostrar con los resultados que se detallan en el Cuadro 

XXXVII, ya que se presentaron diferentes valores de retención para los parámetros 

analizados, lo que permitió un fraccionamiento de los compuestos. 

Cuadro XXXVII. Porcentaje de retención de algunos parámetros físico-químicos 
evaluados durante el proceso de ultrafiltración tangencial (FRV=7,9) del extracto 
clarificado obtenido a partir del SPIM. 

Parámetro 

Acidez 

Sólidos solubles 

Retención 
(%)* 

41± 13 

62 ± 4 

Principales 
compuestos 

Ácido málico 

Masa molecular 
(g·mol-1) 

134,1 

Sacarosa 342,3 
Fructosa 180,2 ---------- --- ------ -- ---- --- ----- -- -- ------ --frün:ña.5-H6J.e5_ ii _ ------ -- -- -------- -- ------ ------ ---- · 

Polifenoles totales 
conjugadas de ácido gálico 
y elágico,fiavanoles, 
fiavonoles, antocianinas, 

170,1 - 2804,2 

----- ---------- ---- -- -- --- --- ------ ---- --- --~ ?_l~_gj~q.!!~TJ.9_5:_~~- --- -- ---- ------------------ ------- -- --· 
Antocianinas 92 ± 2 Cianidina-3-glucósido 449,2 

Elagitaninos 92 ± 3 
Sanguiina H-6 
Lambertianina e 

*Datos son reportados como promedio ± intervalo de confianza (n=3), con un nivel de confianza 
del 95 %. Condiciones de UF: T= 30,01 ºC; Ptm= 6,25 bar; U=7,1 m·s-1 • **Estos compuestos 
polifenólicos han sido encontrados en mora (Rubus adenotrichos) según Mertz et al. (2007). 

Se observa que hay una coherencia entre los resultados obtenidos y los esperados ya que, al 

aumentar la masa molecular de los compuestos presentes en el extracto, aumentó el 

porcentaje de retención de los mismos, presentándose la menor retención en el contenido 

de acidez (menor masa molecular) y la mayor en el contenido de antocianinas y 

elagitaninos (compuestos con mayor masa molecular). En el caso del contenido de acidez, 

el principal ácido orgánico observado en la mora es el ácido málico como lo indican Kafkas 

et al. (2006); igualmente, análisis realizados en el CITA demuestran que éste es el 

principal ácido en la mora Rubus adenotrichos. Por otra parte, con respecto a los sólidos 

solubles (determinados como ºBrix), los principales azúcares presentes reportados en la 

mora son glucosa, fructosa y sacarosa (Kafkas et al., 2006) y, aunque en la mora fresca la 

sacarosa está en cantidades no detectables (Acosta-Montoya et al., 2010; Soto, 2010) en el 
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compuestos de acuerdo con su tamaño molecular y a la afinidad de los solutos con la 

membrana. Esto se logró demostrar con los resultados que se detallan en el Cuadro 

XXXVII, ya que se presentaron diferentes valores de retención para los parámetros 

analizados, lo que permitió un fraccionamiento de los compuestos. 

Cuadro XXXVII. Porcentaje de retención de algunos parámetros físico-químicos 
evaluados durante el proceso de ultrafiltración tangencial (FRV=7,9) del extracto 
clarificado obtenido a partir del SPIM. 

Parámetro 

Acidez 

Sólidos solubles 

Retención 
(%)* 

41±13 

62±4 

Principales 
compuestos 

Ácido málico 

Masa molecular 
(g·mol-1) 

134,1 

Sacarosa 342,3 
Fructosa 180,2 ---------------------------------------------F'ormas-H6res_ y_ ------------------------------------· 

Polifenoles totales 
conjugadas de ácido gálico 
y elágico,fl.avanoles, 
fl.avonoles, antocianinas, 

170,1 - 2804,2 

-- ------ ---- ---- --- ------- ------ ------- --- --~~J~_gftf!.!!~TJ'!.S.~~-- --------- ---- -------- -- --- --------- --. 
Antocianinas 92 ± 2 Cianidina-3-glucósido 449,2 
-- ------- --- ------ -------- ------- -- ---- ---- ·· sa"ñ9uii"ñü-iüj _______ -- --- ---- --- ---- -iif7ü~2- ----- -· 
Elagitaninos 92 ± 3 Lambertianina C 2804,2 

*Datos son reportados como promedio ± intervalo de confianza (n=3), con un nivel de confianza 
del 95 %. Condiciones de UF: T= 30,01 ºC; Ptm= 6,25 bar; U=7,1 m·s·1 • **Estos compuestos 
polifenólicos han sido encontrados en mora (Rubus adenotrichos) según Mertz et al. (2007). 

Se observa que hay una coherencia entre los resultados obtenidos y los esperados ya que, al 

aumentar la masa molecular de los compuestos presentes en el extracto, aumentó el 

porcentaje de retención de los mismos, presentándose la menor retención en el contenido 

de acidez (menor masa molecular) y la mayor en el contenido de antocianinas y 

elagitaninos (compuestos con mayor masa molecular). En el caso del contenido de acidez, 

el principal ácido orgánico observado en la mora es el ácido málico como lo indican Kafkas 

et al. (2006); igualmente, análisis realizados en el CITA demuestran que éste es el 

principal ácido en la mora Rubus adenotrichos. Por otra parte, con respecto a los sólidos 

solubles (determinados como ºBrix), los principales azúcares presentes reportados en la 

mora son glucosa, fructosa y sacarosa (Kafkas et al., 2006) y, aunque en la mora fresca la 

sacarosa está en cantidades no detectables (Acosta-Montoya et al., 2010; Soto, 2010) en el 



SPIM (formado principalmente por semillas) la sacarosa y la fructosa fueron los azúcares 

detectables. 

Con respecto a los polifenoles totales, como ya se ha indicado, en R. adenotrichos los 

principales grupos presentes son las antocianinas y los elagitaninos; sin embargo, también 

hay presencia de polifenoles de menor tamaño molecular como formas libres y conjugadas 

de ácido gálico y elágico, flavanoles (epicatequina) y flavonoles (quercetina y kaempferol) 

(Mertz et al., 2007). Por esta razón, la retención de los polifenoles totales fue menor en 

comparación con la retención de ATCs y ETs (analizados por HPLC), compuestos que 

presentan una mayor masa molecular, como se detalla en el Cuadro XXXVII. 

• Pureza del extracto de polifenoles concentrado mediante UF 

Finalmente se realizó el cálculo de la pureza del extracto de polifenoles según las 

diferentes etapas realizadas durante el proceso de extracción y purificación/ concentración 

de los polifenoles obtenidos a partir del SPIM a nivel de planta piloto. Se determinó la 

pureza del extracto con respecto al contenido de polifenoles totales según la Ecuación 24 

(sección 8.1.2) y además se comparó con un jugo de mora clarificado mediante MF. En el 

Cuadro XXXVIII se muestran los valores de pureza, además del contenido de elagitaninos, 

polifenoles totales, acidez y sólidos solubles de las diferentes muestras. El ANDEVA 

realizado para el análisis de estos datos se muestra en los Cuadros A-C al A-CV (Anexo 

10.9). 

La Figura 49 ilustra en forma esquemática las diferentes etapas realizadas para obtener el 

extracto concentrado final (retenido obtenido del proceso de UF, R2). Al analizar los datos 

del Cuadro XXXVIII se observa que la microfiltración no tuvo efecto sobre el contenido de 

polifenoles en base seca (polifenoles totales, ATCs y ETs), por lo cual la pureza no se vio 

afectada. Asimismo, la etapa de clarificación no influyó sobre el contenido de acidez ni en 

el valor de ºBrix del extracto, ya que estadísticamente no se presentaron diferencias 

significativas (p>o,05) entre los extractos obtenidos después de la extracción (sin 

clarificar, E) y después de la MF (clarificado, PI). 

La información obtenida demuestra que la UF cumplió con el objetivo de aumentar la 

pureza del extracto de polifenoles, ya que aumentó en casi el doble este valor. El extracto 

obtenido por UF (R2) fue significamente más puro al extracto clarificado (PI) y sin 
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clarificar (E) (p<o,05). Se logró el objetivo de fraccionar los compuestos iniciales presentes 

en el extracto, ya que los ETs y PT aumentaron aproximadamente 2,3 y 2 veces al 

comparar el extracto concentrado por UF (R.2) con el extracto clarificado mediante MF 

(Pl). Por otra parte, la acidez y los ºBrix en el extracto concentrado aumentaron 1,5 y 2 

veces, respectivamente. Con respecto a la capacidad antioxidante (ORAC-H) los extractos 

obtenidos en cada etapa no presentaron diferencias significativas (p>o,05), como se 

muestra en el Cuadro XXXVIII. 

Cuadro XXXVIII. Evaluación de las diferentes etapas (tratamientos) del proceso de 
extracción de polifenoles a partir del SPIM a nivel de planta piloto, sobre algunos 
parámentros químicos y pureza del extracto y jugo de mora microfiltrado*. 

Extracto de polifenoles obtenido del SPIM** 
Jugo de 

Parámetro Extracción Clarificación Concentración m ora*** 
Planta Piloto, E (MF), P1 (UF),R.2 

ETs (mg AE·g-1, BS) 33 ± 2b 34 ± 2b 78 ± 23ª 21 ±3b 

ORAC-H (µmol TE-g-i, BS) 1184 ± 97ª 1270±135ª 1364 ± 380ª 441±18b 

PT (mg AG·g-i, BS) 65 ± 5b 66 ±3b 133 ±soª 37± 3b 

Acidez (g·lOO g-1) 0,372 ± o ,004b 0,35 ± o,01b 0,52 ± o,09b 2,4 ± 0,4ª 

Sólidos solubles (ºBrix) 1,28 ± o,04c 1,24 ± 0,05C 2,6 ± o,6b 11,5 ± o,8ª 

Pureza (g PT·100 g-1ST) 6,5 ± o,5b 6,6 ± o,3b 13 ± sª 3,7 ± o,3b 

*Datos son reportados como promedio ± intervalo de confianza (extractos de polifenoles, n=3; jugo de mora, 
n=2), con un nivel de confianza del 95 %. Promedios en una misma fila con letras diferentes son 
significativamente diferentes (Tukey, p<o,05). **Los datos obtenidos para la Extracción Planta Piloto y 
Clarificación (MF) se obtuvieron del Cuadro XXXIV (sección 7.2) y para la Concentración (UF) del Cuadro 
XXXVl (sección 8.2). ***El flujo de proceso para obtener el jugo de mora fue el siguiente: prensado 
(hidroprensa, P= 50 psi, t= 20 min), tratamiento enzimático (UltrazymAFP-L, Cn=250 mg·kg-1, T= 35ºC, t= 30 
min) y microfiltración (poro de 0,2 µm, Ptm= 3,0 bar, T= 35 ºC, U= 6,1 m·s-1). BS= base seca del extracto o jugo. 

Al comparar el extracto obtenido por UF (R2) con respecto al jugo de mora clarificado se 

evidencia una mayor pureza en cuanto al contenido de polifenoles (aproximadamente 3,5 

veces más puro), debido a las diferencias de composición entre ambos productos. El 

contenido de polifenoles totales y ETs (en base seca) presentes en el extracto concentrado, 

fue aproximadamente 3,6 y 3,7 veces mayor, respectivamente. Por otra parte, la acidez y el 

contenido de sólidos solubles dei extracto de polifenoles fue significativamente inferior 

(alrededor de 4,6 y 4A veces menor) con respecto al jugo de mora (p<o,05). En cuanto a la 



capacidad antioxidante, el valor promedio de ORAC-H en el extracto concentrado fue de 

1364 µmol TE por gramo de extracto en base seca, siendo unas 3 veces mayor al valor 

reportado en el jugo de mora clarificado. 

SPJ M 

Agua 
destilada ................................ . 

Preparado 
enzimático 

~ EXTRACCIÓN : 
i:::::::> ~ Y SEPARACIÓN ¡ 

:. DEL EXTRACTO j 
· ............................ · 

SPIM obtenido 
después de la 
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Extracto de 
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Figura 49. Esquema del flujo de proceso realizado a nivel de planta piloto para la 
obtención de un extracto de polifenoles rico en elagitaninos obtenido a partir de un 
subproducto industrial de mora, aplicando tecnologías de membranas para su purificación 
y concentración: microfiltración (MF) y ultrafiltración (UF). 

• Aplicación potencial del extracto concentrado obtenido mediante UF 

Hay que indicar que por cuestiones de logística y problemas con la disponibilidad de 

materia prima se trabajó hasta un FRV de 7,9; sin embargo, se podrían alcanzar valores de 

FRV más altos a los obtenidos en este estudio; esto permitiría aumentar el rendimiento de 
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la operación y así obtener un extracto más concentrado de polifenoles. Sin embargo, hay 

que valorar otros factores importantes como los flujos de permeado que se puedan obtener 

y el consumo de energía involucrado; además, hay que recordar que otros compuestos 

también se van a concentrar (en menor grado con respecto a los polifenoles) como los 

ácidos y azúcares, lo que podría incidir en la pureza del extracto final. 

Asimismo, se pueden aplicar otras técnicas como la diafiltración que permitiría aumentar 

la pureza del extracto mediante la adición de agua en la alimentación durante el proceso de 

UF. Inclusive se podría aprovechar el permeado que se genera durante la UF (P2) en lugar 

de agua para realizar la diafiltración. Por otra parte, este proceso de UF puede ser un paso 

previo a una operación de secado, por ejemplo, por atomización (spray dryer), lo que 

permitiría obtener un extracto de polifenoles en polvo más estable, que podría agregarse a 

productos de alta y baja humedad como lo señalan varios autores (Murugesan & Orsat, 

2012; Servili et al., 2011; Sun-Waterhouse et al., 2012; Türronen et al., 2012). También se 

podría realizar una microencapsulación para aumentar la estabilidad de los polifenoles 

presentes en el extracto (Sun-Waterhouse et al., 2012; Davidov-Pardo et al., 2013). 

Los resultados obtenidos en esta investigación revelan el gran potencial de este residuo 

generado del procesamiento industrial de la mora para la elaboración de pulpa (SPIM). La 

composición química del SPIM demuestra que este subproducto puede procesarse para 

obtener ingredientes funcionales ricos en compuestos bioactivos como fibra, aceite con 

ácidos grasos omega 3 y, por supuesto, el producto obtenido y analizado en este estudio: 

un extracto de polifenoles rico en elagitaninos. Este último podría utilizarse en la 

formulación de alimentos funcionales, aportando compuestos antioxidantes con 

potenciales beneficios para la salud, debido principalmente a los elagitaninos que presenta. 

8.3 Conclusiones y recomendaciones 

8.3.1 Conclusiones 

• La UF permitió un fraccionamiento de los compuestos presentes en el extracto 

debido a que se presentaron diferentes valores de retención de los distintos 
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parámetros analizados. Se observó que al aumentar la masa molecular de los 

compuestos presentes en el extracto, se incrementó el porcentaje de retención de 

los mismos. 

• Los resultados mostraron que las membranas evaluadas (MWCO de 1 y 5 kDa) 

pueden ser utilizadas para la concentración de polifenoles, principalmente de ETs; 

sin embargo, la membrana de 1 kDa (Inside Céram) permitió una mayor retención 

de estos compuestos y generó un menor consumo de energía. 

• La presión transmembranaria tuvo un efecto positivo sobre el flujo de permeado y 

sobre la retención de los compuestos evaluados en el extracto (acidez, sólidos 

solubles, ATCs y ETs), ya que se observó que al aumentar la Ptm se dio un 

incremento de todos estos parámetros. 

• De acuerdo con los resultados obtenidos, se logró realizar la concentración del 

extracto de polifenoles mediante la UF, ya que esta operación permitió retener el 

85 % y 92 % de los polifenoles t9tales y elagitaninos, respectivamente. Asimismo, la 

UF, a las condiciones evaluadas, permitió aumentar al doble la pureza del extracto. 

8.3.2 Recomendaciones 

• Evaluar otros parámetros de operación durante la ultrafiltración del extracto tales 

como la temperatura, velocidad tangencial, factor de reducción volumétrico, entre 

otros. 

• Evaluar el efecto de la diafiltración (utilizando agua y el mismo permeado 

generado) durante la UF sobre las características físico-químicas y la pureza del 

extracto concentrado de polifenoles. 

• Realizar un estudio que permita evaluar una etapa de secado (ejemplo, atomización 

o spray dryer) para obtener un extracto de polifenoles en polvo más estable. 

• Evaluar el efecto de la adición del extracto de polifenoles (sea líquido o en polvo) en 

una matriz alimentaria sobre las características sensoriales y funcionales del 

alimento. 



• Realizar un estudio de factibilidad económica para el proceso de obtención del 

extracto de polifenoles concentrado rico en elagitaninos. 
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X. ANEXOS 

10.1 Fichas técnicas de los preparados enzimáticos utilizados 
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~uit & Vegetable/2002~73555-oi.pdf 

novozymeflr~ 
-----

® U ltrazym AFP-L 

Description 
Ultrazym AFP-L is a highly active enzyme preparation with a unique enzyme 
spectrum of pectolytic and added cell ulytic activity. The enzyme preparation is 
produced by submerged fermentation of Aspergi/lus niger and fungal 
Trichoderma reesei microorganisms which have not been genetically modified. 
The enzyme has a pronounced viscosity-reducing effect on plant material. 

Product properties 

Product type 
Ultrazym AFP-L is a brownish liquid with the typical smell of fermented 
products and has a pH of approx. 5. The density of Ultrazym AFP-L is approx. 
1.2 g/ml. 

Activity 
Ultrazym AFP-L has a standard activity of 3,400 FDUZO/ml (pH 3.5). 
See the Analytical Method for further information. 

Food-grade status 
The product complies with FAO/WHO JECFA and FCC recommended purity 
specifications. 

Packaging 
See the standard packaging list for further packaging information. 

Application 
Ultrazym AFP-L is especially designed far mash and pomace (secondary mash) 
treatment of app les and pears. lt leads to almost complete disintegration of 
pectins and fruit cell walls. 
The product gives extremely highjuice yields (above 95% calculated in soluble 
dry matter of the fruit) and significantly increased extraction capacity. 
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Dosage 

20-30ºC 40-55ºC 
Mash 500 mi/to• 250-300 mi/to • 
(befare first extraction) 
Pomace/secondary mash 300-500 mi/to • • 200-300 mi/to • • 
(after first extraction) 

• Per tonne of processed apples (1-2 hours holding time with stirring) 
• • Per tonne of processed apples (1-2 hours holding time with stirring) 

Pomace: water ratio= 1 : 0.8-1.0 

Safety 
Enzymes are proteins. lnhalation of dust ar aerosols may induce sensitization 
and may cause allergic reactions in sensitized individuals. Sorne enzymes may 
irritate the skin, eyes and mucous membranes upan prolonged contact. This 
product may create easily inhaled aerosols if splashed ar vigorously stirred. 
Spilled material should be flushed away with water. Avoid splashing. Left-over 
material may dry out and create dust. 
Wear suitable protective clothing, gloves and eye/face protection as prescribed 
on the warning la bel. Wash contaminated clothes. 
A Material Safety Data Sheet is supplied with ali products. See the Safety 
Manual far further infarmation on how to handle the product safely. 

Storage 
Recommended storage conditions are 0-1 OºC (32-50ºF) in unbroken packaging 
and protected from the sun. The product has been farmulated far optimum 
stability. However, enzyme preparations gradually lose activity over time. 
Extended storage and/or adversa cond itions, including higher temperatura. may 
lead to a higher dosage requirement. 

Novozymes Switzerland AG Tel. +41 67 7656111 
Neumatt Fax +41 61 7656333 
4243 Dittingen 
Switzerland 

Novozymes A/S Tel. +45 8824 9999 
Krogshofljvej 36 Fax +45 8824 9998 
2880 Bagsvaerd ínfo@novozymes.com 
Oenmark www.novozymes.com 

novozyme~~ 
laws. regu/8üons 8f1d third ptllty rights may prevent_ 
customM from impon.ing. processing. lJfJPlying nndlor 
rese/fing certAin products in a given fn611ner. ll is rhe 

responsibiity of the customers th8t rheir specifíc use of 
produrts from Novozymes does not infringe re/ev.anr 
laws and regul8rions ond. furt/lermore. does not 
infringe patents or other thirri PIJftJ righcs. 
The contents of this document 8Tfl subject to change 
without furrher notice. 

2002-73555-01 01082003 CNovozymesAIS 



21ocATALYSTS 

DeporM 40L - D040L 

• Maceration of botanical tissue 

• Ideal for vegetable bouillon and juice production 

• lncreased juice extraction 

• Facilitates extraction by decanters 

• Beta-glucosidase can release bound flavours 

Depol™ 40L is a broad spectrum carbohydrase 
preparation contaming a mixture of pectinases, 
polygalacturonases, cel lulases and hemicellulases. 
These enzymes aid maceration of plant tissues and 
are active over a wide pH range, making Depol™ 
40L use ful in a number of fruit and vegetabl e 
proces sing applications. 

lt helps increase yields of vegeta ble juice 
concentrates by solubilising components which 
would otherwise lim it the extraction process and 
facil itates the separation in decanters. 

Ac!ivily 

Biologicel Soun~e 

Woríang pH 

shéel no: 00112 

Depol 40L is particularly sLitable far the production 
of vegetable bouillon, doud stable carrot juice 
concentrate and other vegetable jLice concentrates 

For example, addition of Depol 40L can produce a 
20-60% improvement in the yield of carrot juice 
(sol ids in the concentrate) comparad to processing 
without enzym e. 

Cellulase 1200 U/g 
PG (Endo-galactouronase) 800 U/g 

Aspergi//us sp!Trichoderma sp. 

issue dale: 24:1 ();0 6 
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As an ínitial guíde, DepoJTM 40L can be added at 100 - 500ppm, based on the weíght of 

solids. The material to be macerated should be chopped as finely as possíble and suspended 
in water with the pH adjusted to 4 - 6. lncubation between 50 and 60ºC is suggested but 

Iríais are needed to determine the exact conditions to obtain the desired effect. 

Carrot juíce ei.1raction: The ca1Tots should be mechanícally macerated. Water is added 

(20 - 24%) and acidifíed to pH 5.0 - 5.2, followed by blanching at 90ºC. The heating should 
be as quíck as possible to prevent browníng. The mixture is vacuum cooled to 30 - SOºC 

before addition of Depol™ 40L at 200 - 500ppm on carro! weight. The enzyme should yield 

50 - 70kg of juice solids (in the finíshed concentrate) per ton ne of re:w carrots processed. 

HEALTH ANO SAFETY 
Always read the Health and Safety sheet (MSDS) 
before use and retain. lf you are in any doubt about 
recommended product handling and safety, please 
contact Bocatalysts befare use. Generally, when 
using enzymes avoid contact with the skín and 
eyes and do not breathe dusts or aerosols ' 
containing them. 

STORAGE 
Acti-..itywill remain above the mínimum analysis 
specification for al least 6 months from the date of 
the Batch Certi1icate of Analysis, when stored 
below20"C. 

ALLERGENS 
Soybean products and dairy lactase are used as 
fermentation substrates for this product. Their 
presence in the product is negligible. 

FOOD STATUS 
Prepared from enzymes of GRAS status and 
manufactured to FCC/JECFAIWHO/FAO 
recommendations for enzymes used in 
food processing. 

The prodJction rnicro-e>rganism used in this prodJct is ncA a GMO. 
Within the prq::osed gudelioos of the Euq:ean Unbn regarding 
GeneticBly Modfied produots, the Bbove p.'Odoot vi.ould be 
classed as GMO friae. 

QUALITY 
1. Food Safoty Po!icy 

The company operates a Hazard Analysis al 
Critical Control Points (HACCF) system. This 
en sures that ingredents and the production 
en-..ironment are regularly monitored for 
contamination and that the processes are 
designed to produce sale products wery time . 

2. Good Manufacturing Practice (GMPJ 
The company's integrated management system 
encompasses Total Quality, Health and Safety, 
Food Safety and GMP. 

3. IS09001 
Bocatalysts Ltd is certified to BS 1809001: 
2000. Regular Audits are carried out by the 
British Standarm lnstitute (BSI) to ensure 
continuing compliance with the standard. 

AVAILABILITY 
LiqJids: standard 25kg nett plastic jerry cans. 
Non-standard quantities of 215kg and 1 OOOkg are 
also ava il able far sorne products, please enquire, 
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1 ENZEOO® PECTINASE VM 1, 

TECHNICAL DATA SHEET 

DESCRIPTION 
An enzyme preparation to increase the 
digestion and liquefaction of vegetables. 

Benefits include increased extraction yield, 
higher soluble solids, shorter press-time, 
drier pulp, and a lower clarifying/ 
depectinizing requirement downstream. 

PHYSICAL CHARACTERISTICS 
Brown liquid. 

ENZYMATIC CHARACTERISTICS 
Proprietary mix of cellulytic and pectolytic 
enzymes with optimum conditions at 50 ºC 
(122 ºF), pH between 5.0 to 5.2. 

APPLICATION 
Typical dosing is 300 to 500 grams per 
metric ton of mash, cooked at 50 C (122 
ºF) for 2 to 3 hours. 

Recommend dilution to 1 O % with juice or 
water prior to addition. Diluted enzyme 
should be used within a few hours. 

Enzyme Development Corporation 
(2121736-1580 21 Penn Plaza, New York, NY 10001 

E-mail: lnfo@EnzymeDevelopmentcom 

SPECIFICATION PARAMETERS 

Activities. 
Polygalacturonase (PG) 
Pe et in m ethyl esterase (PE) 

°' 1,300U/g 
<: 400 U/g 

Lead: 

Microbiological Data 
APC: 
Coliform: 
E.coli· 
Salmonella: 

Not more than 5 ppm 

Not more than 50,000/g 
Not more than 3Dlg 
Negative/25 g 
Negative/25 g 

Contains: Water, glycerol, enzyme, ammonium sulphate, 
potassium sorba te, sodium benzoate. Please consult the 
actual product label. 

STORAGE RECOMMENDATION 
Store at 15º C (59º F) or lower, in closed 
container. Do not freeze. 

HANDLING PRECAUTIONS 
Avoid formation of aerosol and dust of the 
product. Repeated inhalation of enzyme 
aerosol or dust may cause sensitization 
and allergic type reactions in sensitized 
individuals. Far detailed information, 
please refer to the Material Safety Data 
Sheet (MSDS). 

x-xxxx-xxx non SOP 1012007 

These suggestions and data are based on information we believe to be relíable. They are offered in good faith, but wlthout guarantee since 
condltions and methods of use or our products are beyond our control. Suggestions ror use of our products should not be understood as 
recommendations thatthey be used in víolation of any patents or govemment regulations. 
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10.2 Análisis de varianza (ANDEVA) para los resultados de la 

evaluación de la actividad lateral J3-glucosidasa de diferentes 

preparados enzimáticos comerciales (sección 5.1) 

Cuadro A-1. Análisis de varianza para el contenido de antocianinas en el jugo de mora 
clarificado, según el preparado enzimático utilizado. 

Fuente de variación 

Preparado enzimático 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

5 
12 

17 

F Probabilidad 

7,7011 <0,0019* 

Cuadro A-11. Análisis de varianza para el contenido de elagitaninos en el jugo de mora 
clarificado, según el preparado enzimático utilizado. 

Fuente de variación 

Preparado enzimático 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

5 
12 

17 

F Probabilidad 

30,0724 <0,0001* 

10.3 Prueba t de Student (t-student) para los resultados de la 

evaluación del efecto del preparado enzimático sobre la 

extracción de polifenoles (sección 5.2) 

Cuadro A-111. Análisis de varianza para el contenido de sólidos solubles (ºBrix) en el 
extracto obtenido a partir del SPIM, según el tratamiento. 

Fuente de variación 

Tratamiento 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

1 

4 

5 

F Probabilidad 

0,0105 0,9232 
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Cuadro A-IV. Análisis de varianza para el valor de pH en el extracto obtenido a partir del 
SPIM, según el tratamiento. 

Fuente de variación 

Tratamiento 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

1 

4 

5 

F Probabilidad 

61,1895 0,0014 * 

Cuadro A-V. Análisis de varianza para el contenido de acidez en el extracto obtenido a 
partir del SPIM, según el tratamiento. 

Fuente de variación 

Tratamiento 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

1 

4 

5 

F Probabilidad 

84,5000 0,0008* 

Cuadro A-VI. Análisis de varianza para el contenido de sólidos insolubles en suspensión 
(SIS) en el extracto obtenido a partir del SPIM, según el tratamiento. 

Fuente de variación 

Tratamiento 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

1 

4 

5 

F Probabilidad 

44,7042 0,0026* 

Cuadro A-VII. Análisis de varianza para el valor de turbidez en el extracto obtenido a 
partir del SPIM, según el tratamiento. 

Fuente de variación 

Tratamiento 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

1 

4 

5 

F Probabilidad 

295,6959 <0,0001* 
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Cuadro A-VIII. Análisis de varianza para el contenido de antocianinas en el extracto 
obtenido a partir del SPIM, según el tratamiento. 

Fuente de variación 

Tratamiento 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

1 

4 

5 

F . Probabilidad 

35,3094 0,004* 

Cuadro A-IX. Análisis de varianza para el contenido de elagitaninos en el extracto 
obtenido a partir del SPIM, según el tratamiento. 

Fuente de variación 

Tratamiento 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

1 

4 
5 

F Probabilidad 

26,7183 0,0067* 

Cuadro A-X. Análisis de varianza para el porcentaje de extracción de antocianinas a 
partir del SPIM, según el tratamiento. 

Fuente de variación 

Tratamiento 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

1 

4 

5 

F Probabilidad 

301,7289 <0,0001* 

Cuadro A-XI. Análisis de varianza para el porcentaje de extracción de elagitaninos a 
partir del SPIM, según el tratamiento. 

Fuente de variación 

Tratamiento 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

1 

4 

5 

F Probabilidad 

174,6012 0 ,0002* 
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Cuadro A-XII. Análisis de varianza del efecto de la adición de enzima y el tiempo de 
proceso sobre el porcentaje de extracción de antocianinas a partir del SPIM. 

Fuente de variación Grados de F Probabilidad libertad 
Adición de enzima (Enzima) 1 348,4034 <0,0001* 

Tiempo 1 156,222 <0,0001* 

Enzima*Tiempo 1 12,2263 0,0023* 
*Significativo. 

Cuadro A-XIII. Análisis de varianza del efecto de la adición de enzima y el tiempo de 
proceso sobre el porcentaje de extracción de elagitaninos a partir del SPIM. 

Fuente de variación Grados de F Probabilidad libertad 
Adición de enzima (Enzima) 1 800,1435 <0,0001* 

Tiempo 1 332,3008 <0,0001* 

Enzima*Tiempo 1 56,6644 <0,0001* 
*Significativo. 

10.4 Análisis de varianza (ANDEVA) para los resultados de la 

selección de la temperatura del proceso de extracción de 

polifenoles (sección 5.3) 

Cuadro A-XIV. Análisis de varianza para el contenido de sólidos solubles (ºBrix) en el 
extracto obtenido a partir del SPIM, según la temperatura. 

Fuente de variación 

Temperatura 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

108,6667 <0,0001* 



192 

Cuadro A-XV. Análisis de varianza para el valor de pH en el extracto obtenido a partir 
del SPIM, según la temperatura. 

Fuente de variación 

Temperatura 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

25,6148 0,0012* 

Cuadro A-XVI. Análisis de varianza para el contenido de acidez en el extracto obtenido a 
partir del SPIM, según la temperatura. 

Fuente de variación 

Temperatura 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

1,6552 

Cuadro A-XVII. Análisis de varianza para el contenido de sólidos insolubles en 
suspensión (SIS) en el extracto obtenido a partir del SPIM, según la temperatura. 

Fuente de variación 

Temperatura 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

0,4430 0,6615 

Cuadro A-XVIII. Análisis de varianza para el valor de turbidez en el extracto obtenido a 
partir del SPIM, según la temperatura. 

Fuente de variación 

Temperatura 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

20,5238 0,0021 * 
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Cuadro A-XIX. Análisis de varianza para el contenido de antocianinas en el extracto 
obtenido a partir del SPIM, según la temperatura. 

Fuente de variación 

Temperatura 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

103,2656 <0,0001* 

Cuadro A-XX. Análisis de varianza para el contenido de elagitaninos en el extracto 
obtenido a partir del SPIM, según la temperatura. 

Fuente de variación 

Temperatura 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

33,9138 0,0005* 

Cuadro A-XXI. Análisis de varianza para el porcentaje de extracción de antocianinas a 
partir del SPIM, según la temperatura. 

Fuente de variación 

Temperatura 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

94,2653 <0,0001* 

Cuadro A-XXII. Análisis de varianza para el porcentaje de extracción de elagitaninos a 
partir del SPIM, según la temperatura. 

Fuente de variación 

Temperatura 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

33,7391 0,0005* 
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Cuadro A-XXIII. Análisis de varianza del efecto de la temperatura y el tiempo de proceso 
sobre el porcentaje de extracción de antocianinas a partir del SPIM. 

Fuent e de variación Grados d e 
F Probabilidad libertad 

Temperatura 2 280,2209 <0,0001* 

Tiempo 1 124,952 <0,0001* 

Temperatura*tiempo 1 8,6321 0,0011* 
*Significativo. 

Cuadro A-XXIV. Análisis de varianza del efecto de la temperatura y el tiempo de proceso 
sobre el porcentaje de extracción de elagitaninos a partir del SPIM. 

Fuente de variación Grados de 
F Pro habilidad libertad 

Temperatura 2 305,9540 <0,0001* 

Tiempo 1 79,8896 <0,0001* 

Temperatura*tiempo 1 7,824 0,0018* 
*Significativo. 

10.5 Análisis de va rianza (ANDEVA) para los resultados de la 

selección del tiempo del proceso de extracción de polifenoles 

(sección 5.4) 

Cuadro A-XXV. Análisis de varianza para el contenido de humedad en el extracto 
obtenido a partir del SPIM, según el tiempo de extracción. 

Fuente de variación 

Tiempo de extracción 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

1,8088X109 <0,0001* 
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Cuadro A-XXVI. Análisis de varianza para el contenido de sólidos solubles (ºBrix) en el 
extracto obtenido a partir del SPIM, según el tiempo de extracción. 

Fuente de variación 

Tiempo de extracción 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

3,6079 

Cuadro A-XXVII. Análisis de varianza para el valor de pH en el extracto obtenido a 
partir del SPIM, según el tiempo de extracción. 

Fuente de variación 

Tiempo de extracción 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

Cuadro A-XXVIII. Análisis de varianza para el contenido de acidez en el extracto 
obtenido a partir del SPIM, según el tiempo de extracción. 

Fuente de variación 

Tiempo de extracción 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

14,0000 0,0055* 

Cuadro A-XXIX. Análisis de varianza para el contenido de sólidos insolubles en 
suspensión (SIS) en el extracto obtenido a partir del SPIM, según el tiempo de extracción. 

Fuente de variación 

Tiempo de extracción 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

5,8070 0,0395* 



Cuadro A-XXX. Análisis de varianza para el valor de turbidez en el extracto obtenido a 
partir del SPIM, según el tiempo de extracción. 

Fuente de variación 

Tiempo de extracción 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

18,3816 0,0028* 

Cuadro A-XXXI. Análisis de varianza para el contenido de antocianinas (base seca) en el 
extracto obtenido a partir del SPIM, según el tiempo de extracción. 

Fuente de variación 

Tiempo de extracción 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

16,6295 0,0036* 

Cuadro A-XXXII. Análisis de varianza para el contenido de elagitaninos (base seca) en el 
extracto obtenido a partir del SPIM, según el tiempo de extracción. 

Fuente de variación 

Tiempo de extracción 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

3,8520 0,0839 

Cuadro A-XXXIII. Análisis de varianza para el porcentaje de extracción de antocianinas 
a partir del SPIM, según el tiempo de extracción. 

Fuente de variación 

Tiempo de extracción 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 
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Cuadro A-XXXIV. Análisis de varianza para el porcentaje de extracción de elagitaninos a 
partir del SPIM, según el tiempo de extracción. 

Fuente de variación 

Tiempo de extracción 
Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

6,7917 0,0288* 

Cuadro A-XXXV. Análisis de varianza para el contenido de polifenoles totales (base 
seca) en el extracto obtenido a partir del SPIM, según el tiempo de extracción. 

Fuente de variación 

Tiempo de extracción 
Error 
Total 

*Significat ivo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

59,4762 0,0001* 

Cuadro A-XXXVI. Análisis de varianza para la capacidad antioxidante, ORAC-H (base 
seca) en el extracto obtenido a partir del SPIM, según el tiempo de extracción. 

Fuente de variación 

Tiempo de extracción 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 



10.6 Análisis de varianza (ANDEVA) para los resultados de las 

pruebas para determinar el rango de proporción agua/ sólido y 

concentración de enzima para la extracción de polifenoles 

(sección 5.5) 

Cuadro A-XXXVII. Análisis de varianza para el contenido de humedad en el extracto 
obtenido a partir del SPIM, según el tratamiento. 

Fuente de variación 

Tratamiento 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

3 
8 

11 

F Probabilidad 

242,4444 <0,0001* 

Cuadro A-XXXVIII. Análisis de varianza para el contenido de sólidos solubles (ºBrix) en 
el extracto obtenido a partir del SPIM, según el tratamiento. 

Fuente de variación 

Tratamiento 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

3 
8 

11 

F Probabilidad 

242,4444 <0,0001* 

Cuadro A-XXXIX. Análisis de varianza para el valor de pH en el extracto obtenido a 
partir del SPIM, según el tratamiento. 

Fuente de variación 

Tratamiento 

Error 

Total 
"Significativo. 

Grados de 
libertad 

3 
8 

11 

F Probabilidad 
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Cuadro A-XL. Análisis de varianza para el contenido de acidez en el extracto obtenido a 
partir del SPIM, según el tratamiento. 

Fuente de variación 

Tratamiento 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

3 
8 

11 

F Probabilidad 

302,3955 <0,0001* 

Cuadro A-XLI. Análisis de varianza para el contenido de sólidos insolubles en 
suspensión (SIS) en el extracto obtenido a partir del SPIM, según el tratamiento. 

Fuente de variación 

Tratamiento 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

3 
8 

11 

F Probabilidad 

12,4726 0,0022* 

Cuadro A-XLII. Análisis de varianza para el valor de turbidez en el extracto obtenido a 
partir del SPIM, según el tratamiento. 

Fuente de variación 

Tratamiento 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

3 
8 

11 

F Probabilidad 

210,3137 <0,0001* 

Cuadro A-XLIII. Análisis de varianza para el contenido de antocianinas (base seca) en el 

extracto obtenido a partir del SPIM, según el tratamiento. 

Fuente de variación 

Tratamiento 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

3 
8 

11 

F Probabilidad 

13,5045 0,0017* 
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Cuadro A-XLIV. Análisis de varianza para el contenido de elagitaninos (base seca) en el 
extracto obtenido a partir del SPIM, según el tratamiento. 

Fuente de variación 

Tratamiento 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

3 
8 

11 

F Probabilidad 

0,0121* 

Cuadro A-XLV Análisis de varianza para el porcentaje de extracción de antocianinas a 
partir del SPIM, según el tratamiento. 

Fuente de variación 

Tratamiento 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

3 
8 

11 

F Probabilidad 

92,9000 <0,0001* 

Cuadro A-XLVI. Análisis de varianza para el porcentaje de extracción de elagitaninos a 
partir del SPIM, según el tratamiento. 

Fuente de variación 

Tratamiento 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

3 
8 

11 

F Probabilidad 

27,1056 0,0002* 

Cuadro A-XLVII. Análisis de varianza para el contenido de polifenoles totales (base 
seca) en el extracto obtenido a partir del SPIM, según el tratamiento. 

Fuente de variación 

Tratamiento 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

3 
8 

11 

F Probabilidad 

30,7314 <0,0001* 
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Cuadro A-XLVIII. Análisis de varianza para la capacidad antioxidante, ORAC-H (base 
seca) en el extracto obtenido a partir del SPIM, según el tratamiento. 

Fuente de variación 

Tratamiento 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

3 
8 
11 

F Probabilidad 

67,4820 <0,0001* 

10.7 Síntesis de los análisis de regresión múltiple (Análisis de 

varianza, ANDEVA) para los modelos generados en las 

superficies de respuesta (sección 6) 

Cuadro A-XLIX. Análisis de varianza para los modelos generados en las superficies de 
respuesta para el contenido de sólidos insolubles en suspención y logaritmo de turbidez en 
el extracto obtenido a partir del SPIM. ' 

Variable Fuente de Suma de Grados de Suma de 

respuesta variación cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad 
promedio 

Regresión 0,192 4 0,048 24,8 0,0003 

Sólidos Residual 0,014 7 0,002 

insolubles Falta de ajuste 0,010 4 0,002 1,821 0,3250 

en Error puro 0,004 3 0,001 
suspensión Total 0,206 11 

-- -- --- ----- -------- --- -- ------------ ---- ----- -- ---------------- ---------------- -------- ----- -------- -
R2 0,93 

Regresión 1,471 4 0,368 47,8 <0,0001 

Residual 0,054 7 0,008 

logaritmo Falta de ajuste 0,042 4 0,011 2,803 0,2118 

de turbidez Error puro 0,011 3 0,004 

Total 1,525 11 

0,96 
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Cuadro A-L. Análisis de varianza para los modelos generados en las superficies de 
respuesta para el contenido de sólidos solubles y acidez en el extracto obtenido a partir del 
SPIM. 

Variable 
respuesta 

Sólidos 
solubles 
(ºBrix) 

Acidez 

Fuente de Suma de Grados de Suma de 

variación cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad 
promedio 

Regresión 3,300 2 1,650 36,4 <0,0001 

Residual 0,408 9 0,045 

Falta de ajuste 0,392 6 0,065 12,373 0 ,0319 

Error puro 0,016 3 0,005 

Total 3,707 11 
---- --- -- ---- ------ -- ---- ---- --- --- -- -------- - - -- - -------- ----- --------- --------- --- - ---- --- --- - - - ----· 
R2 0,89 

Regresión 0,219 4 0,055 120,5 <0,0001 

Residual 0,002 5 0,000 

Falta de ajuste 0,002 4 0,001 121,162 0,0680 

Error puro 0,000 1 0,000 

Total 0,221 9 

0,99 

Cuadro A-LI. Análisis de varianza para los modelos generados en las superficies de 
respuesta para el contenido de antocianinas y de elagitaninos (base seca) en el extracto 
obtenido a partir del SPIM. 

Variable Fuente de Suma de Grados de Suma de 

respuesta variación cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad 
promedio 

Regresión 9,420 3 3,140 27,9 0,0001 

Residual 0,899 8 0 ,112 
Contenido Falta de ajuste 0,663 5 0,133 1,686 0,3540 

de 
antocianinas Error puro 0,236 3 0,079 

Total 10,319 11 

R2 0,91 

Regresión 591,605 2 295,802 36,9 0,0002 

Residual 56,130 7 8,019 
Contenido Falta de ajuste 55,274 6 9,212 10,755 0,2293 

de 
elagitaninos Error puro 0,857 1 0,857 

Total 647,735 9 

0,91 
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Cuadro A-LII. Análisis de varianza para los modelos generados en las superficies de 
respuesta para la extracción de antocianinas y de elagitaninos a partir del SPIM. 

Variable Fuente de Suma de Grados de Suma de 

respuesta variación cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad 
promedio 

Regresión 238,391 3 79,464 86,5 <0,0001 

Residual 7,350 8 0,919 
Extracción Falta de ajuste 5,022 5 1,004 1,294 0,4429 

de 
antocianinas Error puro 2,328 3 0,776 

Total 245,740 11 
-- -------------- --------------- ---- --------- ---- --- --- -- --------- -- -------------- ----------------- · · ·· 
R2 0,97 

Regresión 867,308 2 433,654 107,0 <0,0001 

Residual 28,371 7 4,053 
Extracción Falta de ajuste 28,124 6 4,687 19,030 0 ,1737 

de 
elagitaninos Error puro 0,246 1 0,246 

Total 895,678 9 ----- -------------- --- ------------ ------- --- -- ------------------- ----- ----- ---------·-------- ----- -·-· -
0,97 

Cuadr o A-LIII. Análisis de varianza para los modelos generados en las superficies de 
respuesta para el contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante (base seca) en 
el extracto obtenido a partir del SPIM. 

Variable Fuente de Suma de Grados de Suma de 

r espuesta variación cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad 
promedio 

Regresión 1424,100 3 474,700 399,5 <0,0001 

Residual 9,507 8 1,188 
Polifenoles Falta de ajuste 8,486 5 1,697 4,985 0,1082 

totales (base 
Error puro 1,021 3 0,340 seca) 
Total 1433,607 11 
------------------- ----- ------ -- ----------------------------------------------------- ------ ---- ---- ~ •*• 

R2 0,99 

Regresión 424093,383 1 424093,383 65,7 <0,0001 

Residual 64505,038 10 6450,504 
Capacidad 

Falta de ajuste 28147,949 7 4021,136 0,332 0,8963 antioxidante 
ORAC-H Error puro 36357,089 3 12119,030 

(base seca) Total 488598,421 11 
---- ---------------- -- ----------- -- ------------ ---- -- ----------- ---- ------------------ ----- --------- ---R2 0,87 
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Cuadro A-LIV. Análisis de varianza para el modelo generado en la superficie de 
respuesta para el valor de pH en el extracto obtenido a partir del SPIM. 

Variable 
respuesta 

pH 

Fuente de 
variación 

Regresión 
Residual 

Falta de ajuste 

Error puro 

Total 

Suma de 
cuadrados 

0,007 

0,006 

0,006 

0,000 

0,013 

Grados de Suma de 

libertad cuadrados F Probabilidad 
promedio 

4 0,002 2,1 0,1889 

7 0,001 

4 0,001 77,491 0 ,0023 

3 o,ooo 

11 
----- -- --- ----------- ----- ------- ----- ----------- ---------- --- ------------ --------- ---- ---------------

0,54 

Cuadro A-LV. Probabilidad de los coeficientes de regresión para los modelos generados 
en las superficies de respuesta para las diferentes variables respuesta. 

p de los coeficientes de regresión 
Variables respuesta* X1 X12 X2 X22 X1X2 intercepto (Cn) (Cn2) (A[S) (A¿S2l (Cn*A/Sl_ 

Y1 =SIS 0,0001 0,0316 0,0245 0,0033 0,0062 0,1339 

Y2 transf. = log turbidez <0,0001 0,0018 0,0079 0,0007 0,0095 0,2719 

y3 =Acidez 0,0026 0,0968 0,0968 0,0031 0,0111 0,2543 

y4 =Sólidos solubles <0,0001 0,3854 0,6694 0,0002 0,0023 0,1565 

y5 = ATCs (BS) <0,0001 0,9530 0,0143 0,0036 0 ,0103 0,2752 

Y6 = ETs (BS) <0,0001 0,2995 0,2167 <0,0001 0,0101 0,0415 

y7 = Extracción de ATCs <0,0001 0,5172 0,0112 0,0006 0,0056 0,2492 

Ys = Extracción de ETs 0,0086 0,2377 0,3713 0,0108 0 ,0936 0,2072 

y9 = ORAC-H (BS) 0,0002 0,3777 0,9476 0,0096 0,8063 0,5633 

Y10 = PT (BS) <0,0001 0,0123 0,7774 <0,0001 0,0021 0,6821 

Yn = pH <0,0001 0,0062 0,0021 0,0009 0,0033 0,7244 

*Variables respuesta: SIS= sólidos insolubles en suspensión; log turbidez= logaritmo de turbidez; ATCs= 
contenido de antocianinas; ETs= contenido de elagitaninos; Extracción de ATCs= extracción de antocianinas; 
Extracción de ETs= extracción de elagitaninos; ORAC-H= capacidad antioxidante hidrofílica; Pf= contenido 
de polifenoles totales. BS= base seca. 
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10.8 Prueba t de Student (t-student), análisis de varianza 

(ANDEVA) y prueba F (F-test) para los resultados del 

escalamiento del proceso de extracción de polifenoles a nivel 

de planta piloto y clarificación mediante microfiltración 

(sección 7) 

Cuadro A-LVI. Análisis de varianza para el contenido de sólidos insolubles en 
suspensión (SIS) en el extracto obtenido a partir del SPIM, según el nivel de extracción. 

Fuente de variación 

Nivel de extracción 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

1 

7 
8 

F Probabilidad 

0,4128 0,541 

Cuadro A-LVII. Análisis de varianza para el valor de turbidez en el extracto obtenido a 
partir del SPIM, según el nivel de extracción. 

Fuente de variación 

Nivel de extracción 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

1 

7 
8 

F Probabilidad 

26,6606 0,0013* 

Cuadro A-LVIII. Análisis de varianza para el contenido de acidez en el extracto obtenido 
a partir del SPIM, según el nivel de extracción. 

Fuente de variación 

Nivel de extracción 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

1 

7 
8 

F Pro habilidad 
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Cuadro A-LIX. Análisis de varianza para el contenido de sólidos solubles en el extracto 
obtenido a partir del SPIM, según el nivel de extracción. 

Fuente de variación 

Nivel de extracción 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

1 

7 
8 

F Probabilidad 

0,0258 

Cuadro A-LX. Análisis de varianza para el contenido de antocianinas (base seca) en el 
extracto obtenido a partir del SPIM, según el nivel de extracción. 

Fuente de variación 

Nivel de extracción 

Error 

Total 
*Signíficativo. 

Grados de 
libertad 

1 

7 
8 

F Probabilidad 

0,0427 0,8421 

Cuadro A-LXI. Análisis de varianza para el contenido de elagitaninos (base seca) en el 
extracto obtenido a partir del SPIM, según el nivel de extracción. 

Fuente de variación 

Nivel de extracción 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

1 

7 
8 

F Probabilidad 

0,1284 

Cuadro A-LXII. Análisis de varianza para el porcentaje de extracción de antocianinas a 
partir del SPIM, según el nivel de extracción. 

Fuente de variación 

Nivel de extracción 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

1 

7 
8 

F Probabilidad 
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Cuadro A-LXIII. Análisis de varianza para el porcentaje de extracción de elagitaninos a 
partir del SPIM, según el nivel de extracción. 

Fuente de variación 

Nivel de extracción 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

1 

7 
8 

F Probabilidad 

0,0039* 

Cuadro A-LXIV. Análisis de varianza para la capacidad antioxidante, ORAC-H (base 
seca) en el extracto obtenido a partir del SPIM, según el nivel de extracción. 

Fuente de variación 

Nivel de extracción 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

1 

7 
8 

F Probabilidad 

5,7996 0,05 

Cuadro A-LXV. Análisis de varianza para el contenido de polifenoles totales (base seca) 
en el extracto obtenido a partir del SPIM, según el nivel de extracción. 

Fuente de variación 

Nivel de extracción 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

1 

7 
8 

F Probabilidad 

160,1667 <0,0001* 
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Cuadro A-LXVI. Valores de turbidez en las muestras de retenido obtenidas durante los 
ensayos de microfiltración del extracto, según la presión transmembranaria. 

Presión Turbidez (NTU) 
transmembraria 

íbarl MF-1 MF-2 MF-3 

2,58 467 460 506 

2,92 467 477 534 
3,60 459 474 532 
4,22 452 464 522 

4,86 445 463 524 

5,54 436 453 513 
6,22 432 449 496 -- ---------- --- --------- ----- ---- -- ------ ---- ---- ---- -------------------- -·· 

Promedio 451 ------ñ-e5Viaci6ñ--- -- --- --------------------------------- ----------------· 
estándar 14 10 14 

Cuadro A-LXVII. Análisis de varianza para el flujo de permeado durante el proceso de 
microfiltración del extracto, según la presión transmembranaria. 

Fuente de variación 

Presión transmenbranaria 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

1 

19 
20 

F Probabilidad 

54,8668 <0,0001* 

Cuadro A-LXVIII. Análisis de varianza para el contenido de antocianinas en el extracto 
clarificado mediante microfiltración, según la presión transmembranaria. 

Fuente de variación 

Presión transmenbranaria 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

1 

19 
20 

F Probabilidad 

3,2700 0,0864 
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Cuadro A-LXIX. Análisis de varianza para el contenido de elagitaninos en el extracto 
clarificado mediante microfiltración, según la presión transmembranaria. 

Fuente de variación Grados de 
libertad F Probabilidad 

Presión transmenbranaria 
Error 
Total 

*Significativo. 

1 

19 

20 

24,0168 <0,0001* 

Cuadro A-LXX. Flujo de permeado y contenido de antocianinas y elagitaninos en el 
extracto clarificado mediante microfiltración, según la presión transmembranaria*. 

Presión Flujo de 
Antocianinas Elagitaninos transrnernbraria perrneado 

(bar) (L·h-1°rn-2) (rng C3G·L-1) (rngAE·L-1) 

2,58 282 ± 40C 19 ± 2ª 342 ± 4ª 

2,92 311±42bc 19 ± 1ª 306 ± 33ªb 

3,60 35.1 ± ,23abc 20± 1ª 304 ± 2oªb 

4,22 380 ± 13ªb 19,0 ± o,8ª 283 ± nªb 

4,86 395 ± 22ª 19 ± 2ª 285 ± 28ªb 

5,54 408 ± 33ª 18 ± 2ª 271 ± 25b 

6,22 418 ± 39ª 17 ± 2ª 263 ± 37b 

*Datos son reportados como promedio ± intervalo de confianza (n=3), con un nivel de 
confianza del 95 %. Promedios en una misma columna con letras diferentes son 
significativamente diferentes (Tukey, p<o,05). C3G= cianidina-3-glucósido; AE= ácido 
elágico. 
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Cuadro A-LXXI. Prueba F-test para comparar las curvas obtenidas durante los ensayos 
de MF (flujo vrs tiempo) para determinar la repetibilidad del proceso. 

Modelo Suma de 
cuadrados 

Grados d e 
libertad 

Hipótesis nula (una curva 
para todos los sets de datos) 

Hipótesis alternativa 
(curvas separadas) 

Ensayo 1 

Ensayo 2 

Ensayo3 

Total 

169493,696 

161350,244 

142875,413 

473719,353 

153 

Diferencia 2245,497 2 

Diferencia relativa 0,474 1,325 
- ---- --- --------- ------ --- ------ -- -- -- --- ------ -- ---- ------ ------ --· 
Razón (F) 0,3582 

-------------------------------------------------------------------· 
Probabilidad 0,6997 
*Significativo. 

Cuadro A-LXXII. Análisis de varianza para el contenido de sólidos insolubles en 
suspensión (SIS) en el extracto obtenido del proceso de MF, según el tipo de muestra. 

Fuente de variación 

Tipo de muestra 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

<0,0001* 

Cuadro A-LXXIII. Análisis de varianza para el valor de turbidez en el extracto obtenido 
del proceso de MF, según el tipo de muestra. 

Fuente de variación 

Tipo de muestra 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

1169,395 <0,0001* 
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Cuadro A-LXXIV. Análisis de varianza para el contenido de acidez en el extracto 
obtenido del proceso de MF, según el tipo de muestra. 

Fuente de variación 

Tipo de muestra 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

29,7485 0,0008* 

Cuadro A-LXXV. Análisis de varianza para el contenido de sólidos solubles en el extracto 
obtenido del proceso de MF, según el tipo de muestra. 

Fuent e de variación 

Tipo de muestra 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

153,276 <0,0001* 

Cuadro A-LXXVI. Análisis de varianza para el valor de pH en el extracto obtenido del 
proceso de MF, según el tipo de muestra. 

Fuente de variación 

Tipo de muestra 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

0,8543 0,4715 

Cuadro A-LXXVII. Análisis de varianza para el contenido de antocianinas (base seca) en 
el extracto obtenido del proceso de MF, según el tipo de muestra. 

Fuente d e variación 

Tipo de muestra 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

10,4796 0,011* 
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Cuadro A-LXXVIII. Análisis de varianza para el contenido de elagitaninos (base seca) en 
el extracto obtenido del proceso de MF, según el tipo de muestra. 

Fuente de variación 

Tipo de muestra 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

2,3131 0,18 

Cuadro A-LXXIX. Análisis de varianza para la capacidad antioxidante, ORAC-H (base 
seca) en el extracto obtenido del proceso de MF, según el tipo de muestra. 

Fuente de variación 

Tipo de muestra 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

6,0849 

Cuadro A-LXXX. Análisis de varianza para el contenido de polifenoles totales (base 
seca) en el extracto obtenido del proceso de MF, según el tipo de muestra. 

Fuente de variación 

Tipo de muestra 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

4,4518 0,0652 
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10.9 Análisis de varianza (ANDEVA) y prueba F (F-test) para los 

resultados del proceso de concentración y purificación de 

polifenoles mediante ultrafiltración (sección 8) 

Cuadro A-LXXXI. Valores de turbidez en las muestras de retenido obtenidas durante los 
ensayos de ultrafiltración (membrana con MWCO= 1 kDa) del extracto, según la presión 
transmembranaria. 

Presión Turbidez (NTU) 
transm embraria 

(bar) UF-1 UF-2 UF-3 

2,76 8 12 21 

3,50 9 16 24 

4,33 11 17 25 
5,03 12 19 26 

5,68 11 19 26 

6,27 12 19 25 
6,82 13 18 26 

--------- - - -- --- ---- ---- --- -,- - - --- - - - - ----- ---------- - - - - - - -------- - -- -- - - --
Promedio 

Desviación 
estándar 

11 

2 

17 25 

3 2 

Cuadro A-LXXXII. Valores de turbidez en las muestras de retenido obtenidas durante 
los ensayos de ultrafiltración (membrana con MWCO= 5 kDa) del extracto, según la 
presión transmembranaria. 

Presión Turbidez (NTU) 
transmembraria 

(bar) UF-1 UF-2 UF-3 

2,76 15 13 17 
3,50 16 16 17 

4,33 17 16 20 

5,03 18 19 18 

5,68 17 20 19 
6,27 17 20 19 
6,82 16 20 17 

Promedio 17 18 18 ------nesV!acióii------------------------------- ------- ------------ --------
estándar 1 3 l 
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Cuadro A-LXXXIII. Análisis de varianza del efecto del tipo de membrana y presión 
transmembranaria sobre el flujo de permeado durante el proceso de ultrafiltración del 
extracto. 

Fuente de variación 

Presión transmembranaria (Ptm) 

Tipo de membrana (Membrana) 

Ptm*Membrana 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

1 

1 

1 

F Probabilidad 

260,8553 <0,0001* 

0,0338 0,8552 

0,1569 0,6943 

Cuadro A-LXXXIV. Análisis de varianza del efecto del tipo de membrana y presión 
transmembranaria sobre la retención de acidez durante el proceso de ultrafiltración del 
extracto. 

Fuente de variación 

Presión transmembranaria (Ptm) 

Tipo de membrana (Membrana) 

Ptm*Membrana 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

1 

1 

1 

F Probabilidad 

421,3292 <0,0001* 

333,6587 <0,0001* 

1,4703 0,2328 

Cuadro A-LXXXV. Análisis de varianza del efecto del tipo de membrana y presión 
transmembranaria sobre la retención de sólidos solubles durante el proceso de 
ultrafiltración del extracto. 

Fuente de variación Grados de F Pro habilidad libertad 
Presión transmembranaria (Ptm) 1 0,0784 0,7809 
Tipo de membrana (Membrana) 1 9,3092 0,0041* 

Ptm*Membrana 1 0,4938 0,4865 
*Significativo. 

Cuadro A-LXXXVI. Análisis de varianza del efecto del tipo de membrana y presión 
transmembranaria sobre la retención de antocianinas durante el proceso de ultrafiltración 
del extracto. 

Fuente de variación Grados de F Probabilidad libertad 
Presión transmembranaria (Ptm) 1 66,254 <0,0001* 

Tipo de membrana (Membrana) 1 333,707 <0,0001* 

Ptm*Membrana 1 2,8713 0,0984 
*Significativo. 
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Cuadro A-LXXXVII. Análisis de varianza del efecto del tipo de membrana y presión 
transmembranaria sobre la retención de elagitaninos durante el proceso de ultrafiltración 
del extracto. 

Fuente de variación Grados de F Probabilidad libertad 
Presión transmembranaria (Ptm) 1 113,3369 <0,0001* 

Tipo de membrana (Membrana) 1 209,4111 <0,0001* 

Ptm*Membrana 1 9,9900 0,0031* 
*Significativo. 

Cuadro A-LXXXVIII. Análisis de varianza del efecto del tipo de membrana y presión 
transmembranaria sobre el consumo de energía durante el proceso de ultrafiltración del 
extracto. 

Fuente de variación 

Presión transmembranaria (Ptm) 

Tipo de membrana (Membrana) 

Ptm*Membrana 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

1 

1 

1 

F Probabilidad 

137,4747 <0,0001* 

125,3919 <0,0001* 

5,0439 0,0306-* 

Cuadro A-LXXXIX. Flujo de permeado, consumo de energía y retención de compuestos 
para evaluar el efecto de la presión transmembranaria (Ptm) durante la ultrafiltración del 
extracto con la membrana Inside Céram (1 kDa). 

Ptm Flujo de Retención Retención Retención Retención Consumo 

(bar) permeado acidez(%) SS(%) ATCs(%) ETs (%) de energía 
(L·h-1°m-2 ) (W·h·L-1) 

2,76 6,7 ± 0,4e 20 ± 1f 42 ± 6ª 68 ± 5d 80 ± 2d 1460 ± 86ª 

3,50 8,2 ± o,6e 27 ±le 40 ± 3ª 76 ± 3cd 84,8 ± o,7c 1191 ± 87b 

4,33 10,2 ± o,9d 31±1de 43 ± 1ª 82 ± 4bc 88 ± 1bc 970 ± 79c 

5,03 11,3 ± o,9cd 33 ± 2cd 41±1ª 85 ± 3ªb 89 ± 1ªb 879 ± 72cd 

5,68 12,3 ± o,8bc 37 ± 2bc 46 ± 5ª 87 ± 3ªb 91±1ªb 804 ± 5ode 

6,27 · 13,6 ± o,9ab 40 ± 3ªb 42 ±oª 89,7 ± o,sab 92 ±1ª 730 ± 43de 

6,82 14,3 ± 0,3ª 42 ± 2ª 41 ± 2ª 91 ± 3ª 92 ± 2ª 694 ± 13e 

*Datos son reportados como promedio ± intervalo de confianza (n=3), con un nivel de confianza del 95 %. 
Promedios en una misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (Tukey, p<o,05). 
SS= sólidos solubles; ATCs= antocianinas; ETs= elagitaninos. 
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Cuadro A-XC. Flujo de permeado, consumo de energía y retención de compuestos para 
evaluar el efecto de la presión transmembranaria (Ptm) durante la ultrafiltración del 
extracto con la membrana Membralox (5 kDa). 

Ptm 
Flujo de Retención Retención Ret ención Retención 

Consumo 

(bar) permeado acidez(%) SS(%) ATCs (%) ETs (%) de energía 
(L·h-1·m-2) (W·h·L-1) 

2,76 8±1d 8,4 ± o,8d 39 ± 3ª 19 ± 2b 58 ± 2d 2045 ± 420ª 

3,50 8±1d 16,6 ± o,6c 39 ± 3ª 29 ± 5ªb 66 ± 2cd 1948 ± 391ªb 

4,33 9 ± 2cd 20 ± 3bc 39 ± 4ª 40 ± 9ªb 71 ± 3bc 1772 ± 347abc 

5,03 10 ± 2bcd 23 ± 3ªb 38 ± 3ª 44 ± 15ªb 78 ± 5ªb 1551 ± 271abcd 

5,68 12,2 ± o,8abc 24 ± 2ªb 39 ± 4ª 55 ± 10ª 81±3ª 1307 ± 87bcd 

6,27 14 ± 2ªb 28 ±4ª 38 ±4ª 44 ± 14ªb 80 ±5ª 1158 ± 138cd 

6,82 16 ± 2ª 28 ± 3ª 39 ±4ª 55 ± 15ª 77 ± 1ªb 1027 ± 142d 

*Datos son reportados como promedio ± intervalo de confianza (n=3), con un nivel de confianza del 95 %. 
Promedios en una misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (Tukey, p<o,05). 
SS= sólidos solubles; ATCs= antocianinas; ETs= elagitaninos . 

. 
Cuadro A-XCI. Prueba F-test para comparar las curvas obtenidas durante los ensayos de 
UF (flujo vrs tiempo) para determinar la repetibilidad del proceso. 

Modelo 

Hipótesis nula (una curva 
para todos los sets de datos) 

Hipótesis alternativa 
(curvas separadas) 

Ensayo 1 

Ensayo 2 

Total 

Diferencia 
Diferencia relativa 

Sum a de 
cuadrados 

43775 

18509,0816 

25260,3844 

43769 

5 
0,0121 

Grados de 
libertad 

304 

147 

156 

303 
1 

0,330 

Razón (F) 0,037 
-------- -------------- ---------------------------- ------ -----------· 
Probabilidad 0,8476 
*Significativo. 



217 

Cuadro A-XCII. Análisis de varianza para el valor de turbidez en el extracto obtenido del 
proceso de UF, según el tipo de muestra. 

Fuente de variación 

Tipo de muestra 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

5,5701 0,0235* 

Cuadro A-XCIII. Análisis de varianza para el contenido de acidez en el extracto obtenido 
del proceso de UF, según el tipo de muestra. 

Fuente de variación 

Tipo de muestra 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

0,004* 

Cuadro A-XCIV. Análisis de varianza para el contenido de sólidos solubles en el extracto 
obtenido del proceso de UF, según el tipo de muestra. 

Fuente de variación 

Tipo de muestra 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

25,7376 0,0011* 

Cuadro A-XCV. Análisis de varianza para el valor de pH en el extracto obtenido del 
proceso de UF, según el tipo de muestra. 

Fuente de variación 

Tipo de muestra 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

24,6195 0,0013* 
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Cuadro A-XCVI. Análisis de varianza para el contenido de antocianinas (base seca) en el 
extracto obtenido del proceso de UF, según el tipo de muestra. 

Fuente de variación 

Tipo de muestra 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

<0,0001* 

Cuadro A-XCVII. Análisis de varianza para el contenido de elagitaninos (base seca) en el 
extracto obtenido del proceso de UF, según el tipo de muestra. 

Fuente de variación 

Tipo de muestra 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

22,3209 0,0017* 

Cuadro A-XCVIII. Análisis de varianza para la capacidad antioxidante, ORAC-H (base 
seca) en el extracto obtenido del proceso de UF, según el tipo de muestra. 

Fuente de variación 

Tipo de muestra 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

5 ,9219 0,038* 

Cuadro A-XCIX. Análisis de varianza para el contenido de polifenoles totales (base seca) 
en el extracto obtenido del proceso de UF, según el tipo de muestra. 

Fuente de variación 

Tipo de muestra 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

2 

6 

8 

F Probabilidad 

6,8154 0,0286* 
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Cuadro A-C. Análisis de varianza para el contenido de elagitaninos (base seca) en el 
extracto obtenido según el tipo de tratamiento y en el jugo de mora clarificado. 

Fuente de variación 

Tratamiento 
Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

3 

7 
10 

F Probabilidad 

14,3138 0,0023* 

Cuadro A-CI. Análisis de varianza para la capacidad antioxidante, ORAC-H (base seca) 
en el extracto obtenido según el tipo de tratamiento y en el jugo de mora clarificado. 

Fuente de variación 

Tipo de muestra 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

3 

7 
10 

F Probabilidad 

10,2249 0,006* 

Cuadro A-CII. Análisis de varianza para el contenido de polifenoles totales (base seca) en 
el extracto obtenido según el tipo de tratamiento y en el jugo de mora clarificado. 

Fuente de variación 

Tipo de muestra 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

3 

7 
10 

F Probabilidad 

8,063 0,0113* 

Cuadro A-CIII. Análisis de varianza para el contenido de acidez en el extracto obtenido 
según el tipo de tratamiento y en el jugo de mora clarificado. 

Fuente de variación 

Tipo de muestra 

Error 

Total 
*Significativo. 

Grados de 
libertad 

3 

7 
10 

F Probabilidad 
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Cuadro A-CIV. Análisis de varianza para el contenido de sólidos solubles en el extracto 
obtenido según el tipo de tratamiento y en el jugo de mora clarificado. 

Fuente de variación 

Tipo de muestra 
Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

3 

7 
10 

F Probabilidad 

422,5299 <0,0001* 

Cuadro A-CV. Análisis de varianza para la pureza de los polifenoles totales en el extracto 
obtenido según el tipo de tratamiento y en el jugo de mora clarificado. 

Fuente de variación 

Tipo de muestra 

Error 
Total 

*Significativo. 

Grados de 
libertad 

3 

7 
10 

F Probabilidad 

8,0892 0,0112* 




