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RESUMEN

Cuando se filtran jugos de frutos ricos en pulpa, los polisacaridos presentes en las paredes celulares, como pectina,
celulosa, lignina y hemicelulosa, son responsables de la formacion de solidos que se depositan sobre la superficie filtrante,
denominada colmataje. En tales casos, estos polisacaridos se hidrolizan mediante enzimas, para mejorar el proceso de
filtrado. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la concentracion de enzima y el tiempo de incubacion
sobre las variables de clarificacion en un jugo de mango bocado, obtenido por filtracién a vacio de 0,5 cmHg utilizando
como medio filtrante papel Whatman N° 1. Las respuestas estudiadas fueron: la filtrabilidad, solidos solubles totales
(SST), turbidez, absorbancia y el rendimiento del filtrado (RF). Para la obtencion de los tratamientos del ensayo se aplico
el disefio de superficie de respuesta para dos factores: concentracion de enzima y tiempo de incubacion a cinco niveles
con una repeticion del ensayo, para un total de 24 unidades experimentales. Los resultados muestran un aumento en la
filtrabilidad, los SST y el RF al incrementar la concentracion de enzima de 100 — 1000 mg*L"". La interaccion enzima-
tiempo (IET) causo un efecto altamente significativo en las variables de estudio y demostrd que a medida que se incrementa
la IET aumenta la filtrabilidad y SST en el permeado. Un comportamiento contrario se observo en la absorbancia, turbidez
y el rendimiento, las cuales eran inversamente proporcionales a la IET.
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PRETREATMENT EVALUATION OF ENZIMATIC PROCESS FILTRATION IN A
MANGO BOCADO JUICE

ABSTRACT

When juicesrich in fruit pulp are filtered, the polysaccharides present in the cell walls, such as pectin, cellulose, hemicellulose
and lignin, are responsible for the formation of a layer called clogging. In such cases, these polysaccharides are hydrolyzed
by enzymes to improve filtering. The objective of this study was to evaluate the effect of enzyme concentration and
incubation time on clarification variables of mango bocado juice, which was obtained by vacuum filtration equipment 0.5
cmHg using as medium Whatman filter paper No. 1. The responses studied were filterability, total soluble solids (TSS),
turbidity, absorbance and performance of the filter (PF). For obtaining the trial treatments, a response surface design was
applied to two factors: enzyme concentration and time of incubation, with five levels each and one repetition of the assay
for a total of 24 experimental units. The relevant results were: that increasing the enzyme concentration from 100 - 1000
mg*L, filterability, TSS and performance in filtered mango bocado juice was increased. The enzyme - time interaction
(IET) caused a highly significant effect on the study variables and showed that as the EIT increases filterability and
increased SST in the permeate, opposite behavior was visualized in absorbance, turbidity and performance, which were
inversely proportional to the IET.

Keywords: clarification, co-optimization, pectinase, turbidity, colmatation

27



INTRODUCCION

Mangifera indica L., conocido comiinmente como mango,
es un arbol siempre verde de tamafio de mediano a grande
que tipicamente crece a una altura de 25 m con una copa
redondeada y muy densa, con hojas verde oscuro y un tronco
robusto con corteza gruesa y aspera. La parte comestible
del fruto constituye el 60-75% del mismo y su componente
mayoritario es el agua (84%). El contenido en aztcar varia
entre el 10-20% y el contenido en proteinas es del 0,5%. El
acido predominante es el acido citrico, aunque también se
encuentran los acidos malico, succinico, urdnico, tartarico
y oxalico en menores cantidades.

El mango es una de las frutas sub-utilizadas a escala
industrial. Garrido et al, (2013), manifestaron que el
bajo consumo e industrializacion del mango se debe en
parte a factores como: las altas pérdidas por mal manejo
postcosecha, que se acercan al 30% y el atraso tecnologico
del sector agroindustrial para la transformacién, ademas
existe poca diversificacion de productos a base de este
importante rubro (Garcia-Rujano y Torres, 2011). Su
aprovechamiento agroindustrial se ha limitado al desarrollo
de productos artesanales, como jaleas, mermeladas, licores,
encurtidos de mango verde y pulpa concentrada (Avila et
al., 2010).

Cuando se procesan jugos de fruta de alta viscosidad (como
mangos, guanabana, lechosa entre otros), los polisacaridos
presentes en las paredes celulares, (pectina, celulosa,
lignina y hemicelulosa), y los demas componentes de alto
peso molecular durante el proceso de filtracion, causan
ensuciamiento de la membrana y consecuente declinacion
del flujo de permeado.

Bejarano et al., (2011) afirman que para lograr la degradacion
de las paredes celulares, las enzimas mas usadas son las
pectinasas, hemicelulasas y celulasas, aunque Garcia et al.,
(2014) indican que los mejores resultados para variables
de clarificacion se logran con complejos enzimaticos
comerciales como: Pectinex Ultra SP-L. Sreenath et al.,
(1995) recomiendan que para el uso de enzimas comerciales
se debe tomar en cuenta la facilidad del proceso y el tiempo,
midiéndose como resultado el rendimiento y calidad del
producto final.

Algunas investigaciones han informado el uso de enzimas
pectinasas para despectinar y poder hacer efectiva la
clarificacion de jugos viscosos, ya que reduce la turbidez
(Londbo y Meyer, 2007; Yassan et al., 2007). Lee et al.,
(2006) utilizaron concentraciones entre 0,01 — 0,1 % de
enzimas comerciales (Pectinex ultra SP-L y amylolytic

enzyme), variando el tiempo (30 — 120 minutos) y la
temperatura de incubaciéon (30 — 50°C), encontrando que
al incrementar la concentracion de enzimas, aument6 la
filtrabilidad del jugo de banana en relacion de 0,1222 por
cada unidad de incremento de concentracion de enzima.
Mientras que las respuestas de clarificacion (Absorbancia),
turbidez (NTU) y viscosidad en el permeado, disminuyeron
significativamente al incrementar la concentracion de
enzimas.

Se ha evidenciado que existen muchas oportunidades de
mercado para jugos clarificados de alta calidad hechos a
base de pulpas de frutas tropicales (Vaillant et al., 2004).
Dentro de la gran gama de productos nuevos que se podrian
elaborar, se encuentran las bebidas clarificadas como: jugos,
néctares y/o concentrados. Para este tipo de alimentos la
transparencia y la homogeneidad del producto son dos
caracteristicas esenciales que soélo se pueden obtener
mediante la eliminacion de los solidos suspendidos.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la
concentracion de enzima y el tiempo de incubacion sobre
las variables de clarificacion (filtrabilidad, absorbancia y
turbidez) en un jugo de mango bocado.

TECNICAS EXPERIMENTALES
Obtencion del jugo clarificado de mango

Los frutos de mango bocado fueron recolectados en el
sector El Genarefio municipio Ricaurte, estado Cojedes
y procesados en el laboratorio de ingenieria y tecnologia
de alimentos UNELLEZ, San Carlos. Se seleccionaron los
frutos con base al estado de madurez de consumo, tamafio
y apariencia regular y pocos dafios mecanicos y flingicos.
El mango se lavd con hipoclorito de sodio (2ppm), se
escaldo a 75°C durante 1 minuto en cocina a vapor y luego
en una despulpadora semi- industrial se separ6 la pulpa de
la semilla y el epicarpio.

Para la elaboracion del jugo de mango se adiciond agua
en una relacion (p/p) 3:1 (Agua: Pulpa de mango) y se
homogeneizd en una licuadora Osterizer de acuerdo a lo
sugerido por Watanabe ef al., (2006) y Ushikubo et al.,
(2007) para frutas pulposas. Una vez hecha la dilucion, ésta
fue subdividida en 12 unidades experimentales de 200 ml
por duplicado y se incorpord enzima comercial pectinasa
pura (Marca Merck) en un rango de concentracion de 100
— 1000 mg de enzima/kg de jugo y se incubd durante un
intervalo de tiempo de 30 — 120 min.

Este ensayo fue realizado a temperatura ambiente (aprox.
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30 °C) y al terminar el tiempo de incubacion, la enzima se
inactivé en bafio de maria a temperatura de 90 °C durante
5 minutos.

Luego se centrifugd (2000 RPM por 5 min) y la corriente
del permeado fue recolectada y posteriormente filtrada a
presion de vacio (0,5 cmHg).

El filtrado fue utilizado para realizar los siguientes analisis:
filtrabilidad (s'), solidos solubles totales (°Brix), turbidez
(NTU), absorbancia y el rendimiento del filtrado (g/100g).

Diseio de tratamientos

Se aplico un disefio central compuesto ortogonal para
dos factores con cinco niveles de experimentacion,
completamente repetido, para un total de 24 unidades
experimentales. Las variables independientes fueron: la
concentracion de enzima comercial (X) y el tiempo de
incubacion (X,).

Analisis fisicos y quimicos del jugo de mango “bocado”
clarificado

Filtrabilidad: el jugo centrifugado (sobrenadante) fue
filtrado en un filtro de papel “Whatman N° 1” usando
aspiracion de vacio. La filtrabilidad (s') fue determinada
como la inversa del tiempo trascurrido en filtrar 100 ml de
jugo centrifugado, utilizando succién de vacio a través del
medio filtrante (Lee et al., 2006).

Clarificacion: se determin6 por la medida de absorbancia,
usando un espectrofotometro UV-VIS a longitud de onda
luz incidente de 660 nm. Se us6 como patron o referencia
al agua destilada para calibrar el equipo (Sin ef al., 2006).

Turbidez: fue determinada usando un turbidimetro marca
Hach modelo 2100P USA y los resultados se expresaron en
Nephelometric Turbidity Units (NTU) (Liew et al., 2007).

SST: se uso un refractdometro manual marca ATAGO CO.
LTD, (rango de medida 0 - 32°Brix) a 20 °C y se expreso
como grados Brix (COVENIN, 1983).

Rendimiento del filtrado: se determindé en porcentaje
como el cociente de la masa del jugo sin filtrar y del jugo
filtrado multiplicado por cien.

Los andlisis estadisticos se realizaron con el software
STATISTICA V. 8.0 y JMP version 6.0. El software
Statistica se utilizo para obtener los analisis de la varianza
(prueba de F) y los coeficientes regresores del modelo

cuadratico, las pruebas de t de student para significancia.
El software JMP se utiliz6 para el proceso de optimizacion,
aplicando procedimientos de perfiles de respuestas
multiples bidimensionales por superposicion de las graficas
de contornos y superficies, perfiles de respuestas multiples
(co-optimaciéon) y funcidon de deseabilidad (Floros y
Chinan, 1988; Avila, 2009; Fernandez y Garcia-Rujano,
2010). La co-optimizacion multirespuesta, que fue el
mayor interés de esta investigacion desde el punto vista
estadistico, consistié en encontrar las minimas repuestas de
clarificacion (absorbancia), turbidez y maximas respuestas
de filtrabilidad, SST y RF del jugo de mango.

RESULTADOS Y DISCUSION

El resumen de los coeficientes estimados para cada modelo
poblacional de las respuestas medidas se presenta en la
tabla 1. Se observa que el factor concentracion de enzima
incrementa de manera lineal las respuestas filtrabilidad,
absorbancia, turbidez y SST en el proceso de filtrado
del jugo de mango bocado, mientras que el tiempo de
incubacion de la enzima presentd un efecto contrario en
estas respuestas. Es decir que a medida que se incrementd
el tiempo de incubacion en el ensayo, se encontrd una
disminucion estadisticamente significativa en las respuestas
antes mencionadas, con la excepcién en la variable
rendimiento del filtrado, el cual mostrd un incremento a
medida que transcurrio el tiempo de incubacion, este efecto
fue del tipo lineal.

Los coeficientes cuadraticos del polinomio (b, y b,,) para
las respuestas filtrabilidad, absorbancia, turbidez y SST,
fueron altamente significativos (P < 0,01) en cada factor
en estudio, lo cual es indicativo de que existen cambios
de segundo orden en el comportamiento de las variables
dependientes. La interaccién entre la concentracion de
enzimay el tiempo de incubacion resultaron de importancia
en las cinco respuestas experimentales; teniendo efecto
sinérgico sobre la filtrabilidad, so6lidos solubles totales y
rendimiento del jugo filtrado, mientras que los valores de
absorbancia y turbidez disminuyeron.
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Tabla 1. Coeficientes de regresion y R? para las cinco variables dependiente del efecto de la concentracion de enzima y
tiempo en el jugo de mango bocado clarificado

Cocficientes Filtrabilidad Clarificacién Turbidez SST Rendimiento

estimados filtrado
b, 0,386 0,072 36,162 6,300 37,022
b] 7,85e-6* 3,63e-4%* 0,113** 4,92e-4** 4,32e-3m
b2 -6,12e-3%* -1,00e-3** -0,797** -1,51e-2%* 0,434%**
b11 -1,26e-7** -2,34e7** -4,33¢-5%* -8,42e-7** 9,89¢-7ns
bIz 1,54e-6** -2,33e-6** -9,76e-4** 9,49e-6** -6,49e-5%*
b22 3,86e-5%* 1,06e-5%* 7,30e-3%** 8,86e-5%* -2,35e-3™
R? 97,75 99,35 98,96 89,16 89,40

™: no significativo al 5 %; *Significativo al 5%; **Significativo al 1%. b, y b, : coeficientes estimados lineal y cuadratico del factor concentracion de

enzima. b, y b,,: coeficientes estimados lineal y cuadratico del factor tiempo de incubacion.

Al confrontar los efectos lineales y de segundo orden
encontrados con el interés de la investigacion, se estipula lo
siguiente: para lograr maximas respuestas en filtrabilidad,
solidos solubles totales y rendimiento de filtrado se debe
considerar la concentracion de enzimas e interaccion
enzima-tiempo, ya que éstas incrementan las respuestas
citadas. En el caso de minimizar variables relacionadas con
la clarificacion del jugo como turbidez y absorbancia, se
estableceria como punto critico el tiempo de incubacion y
la interaccion de los factores.

Analisis de Superficie de respuesta

Las superficies de respuesta y contornos de las respuestas
filtrabilidad, absorbancia, turbidez, SST y rendimiento
de filtrado se presentan en la figura la, 1b, lc, 1d y
le, respectivamente. De las mismas, se visualiza un
comportamiento cuadratico caracteristico, lo cual concuerda
con lo encontrado en la tabla 1. Adicionalmente no se
observan Optimos matematicos sino regiones operativas.
En la figura 1a, se observa un comportamiento de silla de
caballo, indicando esto que un factor incrementa la respuesta
y que simultaneamente el otro lo reduce. Este fenémeno
se detalla con facilidad al estudiar la respuesta filtrabilidad
a valores minimos de tiempo de incubacién (30 min): la
filtrabilidad tiende a disminuir a medida que se incrementa
la concentracion de 100 a 1000 mg*L"' de enzima. Si se
trabaja con valores maximos de tiempo, la filtrabilidad
incrementa a medida que se aumente la concentracion de
enzima a adicionar, obteniendo un rango maximo operativo
en el orden de 0,265 — 0,280 s! (filtrabilidad) al combinar
tiempo de incubacion en el rango de 112 — 120 min y
concentraciones de enzima entre 550 — 1000 mg*L".

El minimo operativo de absorbancia (0,014) se logra con
concentraciones altas de enzimas valores proximos a 1000
mg*L! y tiempo de incubacion en el rango de 90 a 120
minutos. Esta combinacion logra un producto final bastante
transparente, lo cual no beneficiaria la aceptabilidad futura
del producto por el consumidor, ya que el mercado esta
acostumbrado a observar el color caracteristico de la fruta
en el producto envasado. Por lo tanto, los valores adecuados
de absorbancia estan en el orden 0,05 a 0,08, los cuales se
logran con la combinacion de rangos intermedios de los
factores experimentales. En cuanto al comportamiento de
la turbidez del jugo de mango filtrado, se encontrdé una
alta correspondencia con los cambios manifestados en la
absorbancia, hallandose una region diminuta al combinar
los factores en valores extremos de experimentacion (1000
mg*L" de enzima con 120 min de incubacion) (figura 1c¢).

En la figura 1d se presenta la superficie de respuesta y
contornos del modelo estimado de la respuesta SST. Se
denota la existencia de una silla de caballo, adicionalmente
se observa que el rango maximo valor de respuesta 6,4 —
6,6 °Brix se obtiene al combinar el tiempo de incubacion
cercanos a los 120 min. y un amplio rango en el factor
concentracion de enzima que puede ir desde 550 a 1000
mg*L"'. El rendimiento del filtrado (figura le) mostro
comportamiento similar a la silla de caballo, encontrando
los maximos de interés para la investigacion (56-57
%), los cuales se obtienen con el valor central del factor
tiempo de incubacién (90 Min). No se observé efecto de
la concentracion de la enzima, es decir, el rango de 100 —
1000 mg*L"!, no afecta al porcentaje de jugo filtrado al final
del proceso.
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Figura 1. Superficie de respuestas y contornos estimada para las respuestas estudiadas en el filtrado jugo de mango por
efecto de la concentracion de enzima y tiempo de incubacion
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Efecto de la concentracion de enzima

Al incrementar la concentracion de enzima de 100 a 1000
mg*L" se observo un aumento en la filtrabilidad, los SSTy
el RF del jugo de mango bocado. Esto se debe principalmente
a que la enzima actlia sobre las sustancias pécticas presentes
en el jugo, transformando estas sustancias en compuestos
de bajo peso molecular (azucares simples), los cuales
no obstruyen la membrana y pasan junto al permeado,
enriqueciendo con mayor contenido de sélidos solubles y
ganancia de peso. En un estudio, utilizando microfiltracion
en el jugo de Jackfruit (Artocarpus Heterophyllous Lamk),
se evidencid este incremento en los SST en el permeado,
atribuyendo el comportamiento a una hidrélisis de los
polisacaridos por efecto de la concentracion de enzima
(Chauhan et al., 2010). Lee ef al., (2006) encontraron que
al incrementar la concentraciéon de enzimas aumenta la
filtrabilidad del jugo de banana en relacion de 0,1222 por
cada unidad de incremento de concentracion de enzima.
En cuanto a las respuestas absorbancia y turbidez, éstas
disminuyen significativamente cuando se trabajo con tiempo
de incubacion superior a los 90 minutos. Lee ef al., (2006)
encontraron similar efecto en las respuestas clarificacion
(Absorbancia) y turbidez (NTU). Adicionalmente, Liew et
al., (2007) en jugo de tamarindo (carambola) concluyeron
que a medida que se aument6 la concentracion de enzima
(concentraciones cercanas 0,10 %), disminuyeron los
valores de absorbancia y turbidez en el jugo. Asi mismo,
en una fruta viscosa similar al mango bocado, como la
Sapodilla (Achras sapota) de Malasia, se encontrd efecto
altamente significativo debido a la concentracion de
enzimas (Sin et al., 2007).

Efecto del tiempo de incubacién enzimatica

En general, el tiempo requerido para obtener un jugo
clarificado es inversamente proporcional a la concentracion
de enzima utilizada usando temperatura constante (Cassano
et al.,2004; Cassano et al., 2010). Es decir, que no se puede
hablar de un efecto separado del tiempo de incubacion, sino
de la interaccidon enzima-tiempo, ya que existe una relacion
proporcional en ambas variables independientes. En este
ensayo se encontré6 que la interaccion enzima-tiempo
(IET) causo6 efecto altamente significativo en las variables
de estudio y demostrdé que a medida que se incrementa la
IET, aumentaron la filtrabilidad y SST en el permeado. Se
visualiz6 un comportamiento contrario en la absorbancia,
turbidez y el rendimiento, los cuales eran inversamente
proporcionales a la IET.

Hallazgos similares en jugos procesados presentaron
Grassin y Fauquembergue (1999), donde el incremento

de la interaccion enzima-tiempo disminuyo la turbidez
y absorbancia. La reduccion de la concentracion de las
sustancias pécticas en jugos de frutas pulposas por la
accion de la enzima en un tiempo determinado va disminuir
variables como: la turbidez y absorbancia en el jugo, pero
incrementara la filtrabilidad y SST en el permeado final,
debido a que estas seran transformadas en azucares simples
(Ushikubo et al., 2007; Vaillant ef al., 2008).

La figura 2, perfiles de prediccion (maximizacion y
minimizacioén), muestra las posibles combinaciones de las
variables independientes para lograr los parametros de las
repuestas con el grado de deseabilidad requerido. En este
estudio una combinacion de los niveles de 664 mg*L! de
concentracion de enzima y 115,1 minuto de incubacion,
obtienen las condiciones de co-optimizacion multirespuesta
con las siguientes caracteristicas de respuesta: filtrabilidad
0,259 s, SST 6,417, absorbancia 0,060, turbidez 22,543
NTU y rendimiento en el filtrado de 54, 617 %, con un nivel
de deseabilidad cercano al 84%.

En otro orden, esta técnica permite manejar distintos
escenarios de niveles de los factores para incrementar o
disminuir simultdneamente las respuestas involucradas.
De acuerdo al analisis de las superficies de respuestas
y contornos individualizados, las variables estudiadas
manifestaron rangos intermedios para la concentracion de
enzima y valores extremos en el tiempo de incubacion.

Adicionalmente, se considerd6 que durante la posterior
clarificacion, aplicando microfiltraciéon o ultrafiltracion
se podrian mejorar las variables filtrabilidad (0,259
s1) y turbidez (22,543 NTU), las cuales son las mas
comprometidas con esta combinacion (664 ppm enzima
y 115,1 tiempo de incubacion). Al trabajar con valores
intermedios de enzimas (664 mg*L") se lograran reducir
los costos por disminucion de la concentracion de enzimas.

CONCLUSIONES

Al incrementar la concentracion de 100 a 1000 ppm de
enzima pectinasa se aumento la filtrabilidad, los SST y
el rendimiento en el filtrado del jugo de mango bocado.
La interaccion enzima-tiempo (IET) presenté efecto en
las variables de estudio y se demostré que a medida que
se incrementa la IET, aumentan la filtrabilidad y SST
en el permeado. Finalmente, se obtuvo que, con una
combinacion de 664 mg*L"' de concentracion de enzima y
115,1 minutos de incubacion, se co-optimizan las siguientes
caracteristicas de filtrado: filtrabilidad 0,259 s, SST 6,417,
absorbancia 0,060, turbidez 22,543 NTU y rendimiento en
el filtrado de 54, 617 %.
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