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RESUMEN

Para evaluar el potencial de los extractos enzimaticos como clarificantes de
jugos 'y su actividad proteolitica se utilizaron dos técnicas
espectrofotométricas. Se recolectaron especies en la zona del Austro:
Vasconcellea X heilbornii  (Babaco), Vasconcellea sp (Siglalon),
Vasconcellea pubescens (Chamburo) y Ficus carica (Higo). La técnica
descrita por Arnon fue estandarizada a las condiciones de laboratorio.
Ademas, se desarroll6 un disefio de mezclas y se obtuvo una formulacion de
latex de frutos que presenta una promisoria actividad proteolitica para
clarificar los jugos. Se demostr6 que el fruto Vasconcella pubescens
(Chamburo) tiene la mejor actividad proteolitica y poder clarificante, en

comparacion con las demas especies en estudio.
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ABSTRACT

The aim of the present work to assess the potential of enzymatic extracts
from vegetal species as juice clarifiers. Vegetal species from the Ecuadorian
South Highlands were gathered: Vasconcellea X heilbornii (Babaco)
Vasconcellea sp (Siglalon) Vasconcellea pubescens (Chamburo) and Ficus
carica (Higo).

To assess the proteolytic activity two spectrophotometric techniques were
evaluated. The methodology described by Arnon was standardized to our lab
conditions.

The latex from Vasconcellea pubescens (Chamburo) displays the higher
proteolytic activity, compared with the species incluided in the study.
Besides, a mixture design was developed, obtaining a mixture from latex with

a high proteolytic activity and potential as juice clarifier.
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ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE EXTRACTOS ENZIMATICOS
PROVENIENTES DE ESPECIES VEGETALES Y SU APLICACION EN LA
CLARIFICACION DE JUGOS DE FRUTAS

INTRODUCCION

La produccién de jugos de frutas se ha incrementado rapidamente en
muchos paises en los dltimos afios. Algunos factores que contribuyen al
desarrollo de esta industria, son:
- Mejoras en el método de manufactura y desarrollo de mejores
equipos de procesamiento.
- Un mejor conocimiento en la utilizacion de los productos naturales.
- Programas amplios de publicidad y mercadeo.
- Mantenimiento de la composicion, nutricion y calidad bacteriologica
del producto, asi como productos saludables y agradables.

- Mejoras del empaque y del método de distribucion.

La importancia econdmica de esta industria es establecida por su valor como
alimento teniendo en cuenta los conocimientos cientificos obtenidos en la
produccion y comercializacion del jugo de frutas. Los productos estandares
de jugos de frutas estan siendo modificados, la tendencia tiene un gran
énfasis en la calidad y utilizacion de productos naturales. La conservacion de
energia, el control de desperdicios, y la eficiencia de la manufactura
presenta un desafio importante a la industria de jugos de frutas. Ademas,

como los estandares de vida alrededor del mundo continGlan creciendo, la



Andrade Silva, Vidal Le6n 2

demanda del jugo de frutas también continuard aumentando. Actualmente,
en la Industria de Bebidas se utilizan diversas sustancias clarificantes, tales
como:

Bentonita.

Gelatina.

Silica gel.

Polivinilpoli-pirrolidona (PVPP).

Mezclas de Enzimas (SCOTTZYME PEC 5 L).

O O O O O

Todas estas sustancias se combinan con tecnologias como la nano filtracién,
ultrafiltracion, etc., para obtener bebidas clarificadas de excelente calidad y
atractivas para el consumidor. La mayoria de estas sustancias son utilizadas
en la Industria de vinos y cervezas. En los ultimos afios, la biotecnologia ha
experimentado grandes avances que se han visto reflejados en muchas de
sus aplicaciones industriales, como en la obtencion de productos quimicos,

en la industria alimentaria y farmacéutica.

Los procesos catalizados por enzimas en la industria son cada dia mas
numerosos, ya que presentan una serie de ventajas frente a los
catalizadores convencionales no biologicos. Las aplicaciones comerciales de
las enzimas se conocen en todo el mundo. Uno de los campos con un éxito
sin precedentes, desde el punto de vista microbiologico, enzimolégico,
bioquimico, quimico y farmacéutico, fue la transformacién de esteroides por
via enzimética en la década de los afios 40 a los 50. La utilizaciéon de
microorganismos  completos con actividad catalitica para la
deshidrogenacion, aromatizacion del anillo A, eliminacion de cadenas
laterales y la hidroxilacion en la molécula esteroidal dio lugar a la sintesis
guimico-bioldgica de importantes hormonas como los cortico-esteroides; asi

florecio una de las industrias mas rentables en esa época.

Los procesos biocataliticos normalmente involucran el cultivo y uso de
microorganismos Yy el uso de enzimas aisladas solubles o inmovilizadas en
medios acuosos o0 inorganicos que contienen compuestos organicos como
substrato. En estos procesos las enzimas alteran la estructura de los

substratos o sintetizan nuevos compuestos. Estos procesos pueden ser
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llevados a cabo a pequefia escala, como por ejemplo en la produccion de
esteroides, 0 bien a gran escala como seria la utilizacién de invertasa para la

obtencién de jarabes fructosados.

Debido a la importancia del estudio de las enzimas clarificantes y su
actividad proteolitica, se ha planteado el presente trabajo de investigacion

con los siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar el potencial de extractos enzimaticos de especies

vegetales como clarificantes de jugos.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Recolectar especimenes vegetales en diferentes sectores del

Austro Ecuatoriano.

e Obtener muestras de latex de las diferentes muestras

recolectadas.

* Estandarizar un método espectroscopico para evaluar la actividad

proteolitica del latex de especies vegetales.

* Elaborar jugos pasteurizados de frutas y utilizarlos como sustratos
para probar la actividad proteolitica del latex de las especies

vegetales en estudio.

* Probar el potencial del latex obtenido de las especies en estudio

como clarificador de jugos
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CAPITULO |

ENZIMAS

Introduccidén

En este capitulo se abordardn todos los conceptos relacionados con las
enzimas, sus generalidades, clasificacion y nomenclatura. Ademas, se
incluye informacion acerca de las fuentes naturales de extraccion de

enzimas y su aplicacion en la transformacion de los alimentos.

1.1 Concepto y generalidades

Las enzimas son proteinas que actia como catalizadores bioldgicos,
llevando a cabo reacciones bioquimicas a muy altas velocidades, no se
consumen durante la reaccion, presentan un elevado grado de especificidad.
Debido a su naturaleza quimica, a las enzimas les afectan los mismos
factores que alteran a las proteinas; por esta razon, para actuar en forma
Optima, cada una requiere de ciertas condiciones de temperatura, de pH, de

fuerza idnica, etc. (Badui, 2006)

En la actualidad existen mas de 2000 enzimas, de las cuales muchas han
sido aisladas, purificadas y cristalizadas; su estructura quimica es de
caracter proteico globular. Su especificidad de catdlisis es Unica pues es
mucho mayor que la de la gran mayoria de compuestos organicos e
inorganicos que se emplean en los distintos procesos industriales (Badui,
2006).

En relacion a su velocidad de accién, algunas de ellas tienen la capacidad

de transformar més de un millbn de moléculas de sustrato, por segundo, por
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molécula de enzima. La aplicacion de las enzimas en los alimentos se
enfoca a la conservacion de alimentos o de sus componentes, como también
en algunos cambios quimicos que sufren los alimentos, cambios que pueden
resultar beneficiosos como la maduracion de las frutas o perjudiciales como

la oxidacion de &cidos grasos o el oscurecimiento enzimatico. (Lucas, 2009)

Asi mismo el uso mas eficiente de materias primas y el mejoramiento de la
calidad sensorial de los alimentos como la textura y el sabor. Se han
utiizado enzimas para producir alimentos bajos en calorias y eliminar

compuestos antinutricionales de ciertas materias primas. (Lucas, 2009)

1.2 Clasificacion de las Enzimas

Las enzimas se dividen en seis grupos principales:

1.2.1 Oxidorreductasas.- Son las enzimas comprometidas en la oxidacion
de los sistemas biologicos. Este grupo incluye las enzimas
denominadas como deshidrogenasas, reductasas, oxidasas,

oxigenasas, asi como las hidroxilasas y la enzima catalasa.

1.2.2 Transferasas- Son enzimas que catalizan la transferencia de varios
grupos quimicos (metilo, acetilo, aldehido, cetona, amino, fosfato,

etc.) de un sustrato a otro.

1.2.3 Hidrolasas.- Son las responsables de la rotura hidrolitica de uniones.
Su nombre comun se forma mediante el agregado del sufijo —asa al
nombre del sustrato; por ejemplo: lipasas, proteinasas,

pectinestearasas, amilasas, maltasas, etc.

1.2.4 Liasas.- También catalizan la rotura de uniones, pero no por
hidrdlisis. Algunas eliminan grupos de sus sustratos, dejando dobles
ligaduras. Ejemplos: las carboxilasas (descarboxilasas), aldolasas,

hidratasas
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1.2.5 Isomerasas.- Transforman a sustratos de una forma isométrica a

otra. Las racemasas y las epimerasas pertenecen a este grupo.

1.2.6 Ligasas.- Reciben este nombre un grupo de enzimas que catalizan

ciertos tipos de sintesis. (Braverman, 1980)

1.3 Nomenclatura de las Enzimas

La nomenclatura enzimatica ha sido poco sistematica, y carece de los
lineamientos necesarios para darles nombres adecuados. Existen muchas
enzimas cuyos nombres no ofrecen ninguna informacién sobre su actividad o
sus propiedades como es el nombre de la tripsina, la quimotripsina, la
pepsina y otras. Unas se han asignado con el nombre del descubridor, otras
como la papaina, de acuerdo con su procedencia, y en otros casos, como la
lactasa, segun el sustrato que se utiliza, que en este caso es la lactosa.
(Avilez, 2009)

Debido a la falta de homogeneidad en la nomenclatura, se integré la
Comision de Enzimas de la Union Internacional de Bioquimica, que
desarrollo un método que identifigue cada una con cuatro digitos. La
nomenclatura asociada a los digitos se presenta a continuacion:

Primer digito: Indica a qué grupo de las seis clases de enzimas pertenece.

Sequndo digito: Corresponde a la subclase de enzima, por ejemplo; las

hidrolasas se refiere al tipo de enlace que hidroliza: el 3.1 es de enlaces

éster, el 3.2 de enlaces glucosidicos y el 3.4 de enlaces peptidicos.

Tercer digito: Es una subdivision y ofrece mas informacion con respecto al
sustrato que utiliza la enzima. Por lo tanto, si se tiene una hidrolasa de
uniones éster (3.1), el tercer niUmero indicara si se trata de un enlace éster
carboxilico (3.1.1), tioéster (3.1.2), monofosfato (3.1.3), etc.

Cuarto digito: Indica especificamente la accidén de la enzima. (Badui, 2006)
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1.4 Fuentes naturales de extraccion de enzimas

Las enzimas pueden extraerse a partir de material vegetal, animal y
microbiano. Las enzimas de tipo vegetal, se encuentran las proteasas,
carbohidrasas, las enzimas de tipo animal estan las esterasas y las enzimas
del tipo microbiano provienen de bacterias y hongos, (Arias y Lastra, 2009).

A continuacioén se detallan cada una de las diferentes fuentes de extraccion.

1.4.1 Enzimas de origen vegetal

Entre las enzimas de tipo vegetal se encuentran las proteasas y
carbohidrasas. Estas enzimas descomponen residuos de azlcares de
carbohidratos superiores, a-amilasas y B-amilasa. La papaina, la ficina y la
bromelina, son proteasas de origen vegetal, se extrae del latex de la
papaya, higo y pifia respectivamente son usadas para el ablandamiento de
las carnes, clarificacion de jugos y en la elaboracion de la cerveza. (Badui,
2006)

Las lipasas que son extraidas de las semillas de soya, ricino, algodon y
cereales como trigo y maiz. En la leche hay una lipasa naturalmente activa,
encapsuladas en los glébulos grasos y otra lipasa que se activa por
tratamiento mecénico como la agitacion y la homogeneizacion. (Braverman,
1980)

Las lipasas son usadas para el desdoblamiento de lipidos y en el
desgrasado de proteinas. También son usadas en la leche sin pasteurizar
para la produccién de quesos, aunque estos se tienen que madurar por
largos periodos para asegurar la destruccibn de microorganismos
patogenos. (Badui, 2006). A continuacion se presenta un resumen de las
principales enzimas de origen vegetal, con informacion referente a sus

sustratos, modo de accién y aplicacién industrial.
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Tabla 1: Enzimas producidas por vegetales, su accion y aplicacion industrial. (Badui, 2006)

tejido.

ENZIMA SUSTRATO | MODO DE ACCION APLICACION INDUSTRIAL
Amilasa Malta Convierte el almidon del | EI  proceso del malteado
germinada endospermo en azucares | incrementa el contenido de
fermentables por levaduras para | amilasas para hidrolizar el
la elaboracion de la cerveza almidén que proviene de la malta
y otros cereales
Papa Convierte el almidén en azlcar Un precalentamiento activa la
enzima, lo que produce un
aumento de azucares y de la
dulzura.

Peroxidasa | Vegetales Causa olores indeseables durante | Los tratamientos térmicos
el almacenamiento inactiva las enzimas

Mirosinasa | Mostaza, Convierte los tioglucésidos en | Para optimizar la retencién del

rdbano isotiocianatos y azucares cuando | olor hay que cortar el alimento
el alimento sufre dafios fisicos en | justo antes de consumirse
su tejido; los tioglucésidos son
responsables del aroma.

Esterasa Fruta Produce ésteres durante la | El sabor, el olor y la textura de
maduracion que son responsables | las  frutas  determinan las
del olor y el sabor. condiciones de cosecha,

almacenamiento y
procesamiento.

Aliinasa Cebollay ajo | Produce los olores al actuar sobre | Para optimizar la retencién del
sus correspondientes precursores | olor hay que cortar el alimento
cuando el tejido se dafa | justo antes de consumirse.
mecanicamente.

Polifenol- Frutas y | Oscurecimiento  aerobico  del | Las frutas se pueden proteger

Oxidasa. vegetales alimento durante el dafio fisico del | por la adicion de SO, 4&c.

Ascorbico y citrico, o bien al

evitar su exposicion al oxigeno.
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1.4.2 Enzimas de origen animal

Entre las enzimas de tipo animal encontramos a la esterasa Yy lipasa,
producidas en la mucosa gastrica y el pancreas. Las mismas que son
usadas en la produccion de aroma de quesos, crema, mantequilla,

margarina y productos de chocolateria.

La hidrégeno-peréxido-oxido-reductasa o mejor conocida como catalasa, son
extraidas del higado del vacuno y porcino. Son utilizadas como antioxidantes
de productos liquidos y pastosos, como mantequilla, mayonesa y grasa
animal, también son utilizados en la elaboracién de vinos impidiendo el
crecimiento de microorganismos aerobios y la formacion de exceso de
acidez volatil. Las fosfotasas se obtienen de tejidos animales 0seo y
muscular. La tripsina, la pectasas Yy la quimotripsina se producen en el

pancreas. (Ariasy Lastra, 2009)

A continuacion se presenta un resumen de las principales enzimas de origen
animal, con informacién referente a sus sustratos, modo de accion y

aplicacién industrial.
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Tabla 2: Enzimas de origen animal, su accion y su adaptacion industrial. (Badui, 2006).

sabores deseables caracteristicos.

ENZIMA | SUSTRATO ACCION APLICACION INDUSTRIAL
Catepsina. | Carne. Cambios autocataliticos en el | La carne es almacenada a 4°C
tejido, lo que resulta en un | para su ablandamiento. Las
ablandamiento natural sin un | irradiaciones controlan el
cambio visible en la membrana | crecimiento  microbiano vy
externa de la fibra muscular. permiten usar temperaturas
mas elevadas para acelerar el
ablandamiento.

Invertasa. | Miel. Las abejas producen en forma | Las abejas construyen los

normal azucar invertido. paneles para lograr una
méaxima produccién de azlcar
invertido en la miel.

Lipasa. Leche. Hidroliza las grasas y produce un | Los tratamientos térmicos
sabor desagradable en productos | desnaturalizan la enzima.
lacteos.

Queso. Hidroliza las grasas y produce | Se usa la leche sin pasteurizar

para la produccion de quesos,
aunque éstos se tienen que
madurar por largos periodos
para asegurar la destruccion
de microorganismos

patdégenos.
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1.4.3 Enzimas de origen microbiano

Las enzimas del tipo microbiano provienen de bacterias y de hongos. Entre
estas encontramos a las amilasas, glucamilasas, glucosaisomerasas,
proteasas, pectinasas y otros como agarasas, quitinasas, alginasas, lipasas,
y esterasas procedentes de microorganismos de ambientes acuaticos.

La mayoria de estas enzimas tienen aplicacién biotecnolégicas, se utilizan
frecuentemente para mejorar procesos, por ejemplo, para facilitar el empleo
de nuevos tipos de materias primas o las propiedades fisicas de un material
con el objeto de poder procesarlo mas facilmente, ya sea aumentando su
solubilidad o disminuyendo su viscosidad de forma que se facilite su

transporte durante el procesado.

También son utilizadas para mejorar el producto; por ejemplo, cambiando el
color, aroma, textura, sabor o vida util de un alimento, con el fin de que
resulte mas aceptable para el consumidor (Rivera y Garcia, 2007).
De los hongos principalmente son extraidas las lipasas, pero algunas de las
lipasas también son extraidas de las bacterias. Son usadas para la
produccion de aromas de quesos, mantequillas y margarinas. (Ledn; et al,
2000)

A continuacion se presenta un resumen de las principales enzimas de origen
microbiano, con informacién referente a sus sustratos, tipos de enzimas y

aplicacién industrial.
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Tabla 3: Enzimas producidas por bacterias, levaduras y hongos y aplicaciones en industria

alimentaria. (Badui, 2006)

MICROORGA- SUSTRATO TIPO DE APLICACION INDUSTRIAL
NISMOS ENZIMA
BACTERIAS Bacillus subtilis Carbohidrasa Panificacion y Molineria, para
mejorarlos por modificacion de
su almidoén.
Fermentacion de cerveza
Proteasa Cerveza (mantencién de
transparencia).
Galletas (modificar la masa)
Hidrolizados proteicos
LEVADURAS | Saccharomyces | Invertasa Industria de azlcar (maxima
sp. produccion)
HONGOS Aspergillus Carbohidrasa Jarabes hidrolizados de almidén
oryzae Cerveza (eliminacion de almidén)
Jugos de fruta (clarificacion)
Jarabe de chocolate (control de
viscosidad)
Carbohidrasa y Panificacion y galleteria
Proteasa (modificacion de masa)
Proteasa Ablandadora de carne
Aspergillus Carbohidrasa Sacarificacion de restos de
niger destileria
Celulasa Concentrado liquido de café
(control de viscosidad)
Glucosa-oxidasa | Huevo seco (eliminacion de
y Catalasa glucosa)
Derivados de frutas y hortalizas,
vinos y cervezas (eliminaciéon de
oxigeno)
Pectinasa Jugos de fruta y vinos
Pectinest. (produccion y clarificacién)
Lipasa Queso
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1.5 Aplicaciones de las enzimas en transformacion de alimentos

La utilizacion de enzimas en los alimentos presenta una serie de ventajas
para la transformacion de alimentos. La gran especificidad de accion que
tienen las enzimas hace que no se produzcan reacciones laterales
imprevistas. Asimismo se puede trabajar en condiciones moderadas,
especialmente de temperatura, lo cual evita alteraciones de los componentes

mas labiles del alimento.

Las enzimas pueden inactivarse facilmente cuando se considere que ya han
cumplido su misién en el proceso de elaboracion del alimento. Las enzimas
utilizadas dependen de la industria y del tipo de accidn que se desee
obtener, siendo éste un campo en franca expansion. A continuacion se

mencionan algunas aplicaciones en la industria alimentaria. (Lucas, 2009)

1.5.1 Panaderia

En panaderia se utiliza la lipoxidasa, simultdneamente como blanqueante de
la harina y para mejorar su comportamiento en el amasado. La forma en la
gue se afiade es usualmente como harina de soya o de otras leguminosas.
Para facilitar la accion de la levadura, se afiade amilasa, normalmente en
forma de harina de malta, aunque en algunos paises se utilizan enzimas
procedentes de mohos ya que la adicion de malta altera algo el color del
pan. (Arias y Lastra, 2009). Eventualmente se utilizan también proteasas
para romper la estructura del gluten y mejorar la plasticidad de la masa. Este
tratamiento es importante en la fabricacion de bizcochos. (Castellanos;et al
2004)
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1.5.2 Cerveceria

En la industria de la cerveceria la enzima mayor utilizada es la papaina, que
fragmenta las proteinas presentes en la cerveza y evitando que ésta se
enturbie durante el almacenamiento o la refrigeracion. Esta enzima se
obtiene de la papaya. Un enzima semejante es la bromelina que se obtiene

de la pifia tropical.

El proceso fundamental de la fabricacion de la cerveza es la rotura del
almidon para formar azucares sencillos que luego seran fermentados por las
levaduras esto es realizado por las amilasas presentes en la malta, que
pueden afadirse de fuentes externas, aunque lo usual es lo contrario, que la
actividad propia de la malta permita transformar aiin mas almidén del que
contiene. Cuando esto es asi, las industrias cerveceras afiaden almidon de
patata o de arroz para aprovechar al maximo la actividad enzimética. (Arias y
Lastra, 2009)

1.5.3 Fabricacién de zumos

La pulpa de las frutas hace que los zumos sean turbios y demasiado
viscosos, produciéndose también ocasionalmente problemas en la
extraccion y en su eventual concentracion. Esto se debe a la presencia de
pectinas que pueden destruirse por la accion de enzimas presentes en el
propio zumo o bien por enzimas afadidas obtenidas de fuentes externas.
Esta destruccion requiere la actuacion de varios enzimas, una de las cuales
produce metanol, que es toéxico, aunque la cantidad producida no llegue a

ser preocupante para la salud. (Arroyo, 2002)
Enzimas utilizadas en la fabricacion de jugos de frutas:

La bromelina o la papaina se extraen del latex de la pifia y de la papaya son
utilizadas para la clarificacion de los jugos, las enzimas se usan en estado
liquido y tiene una duracion minima de seis meses estando refrigeracion.
(Badui, 2006)
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La fumarasa que permiten la obtencion industrial de edulcorantes
alimentarios como el aspartamo, fructooligosacaridos, diversos dipéptidos, a
partir de los zumos de frutas.

1.5.4 Refinado de azUcar

En el refinado de la azucar la extraccién de la sacarosa, a partir de la melaza
de la remolacha azucarera puede complicarse por la presencia de rafinosa,
un trisacarido que previene la cristalizacion. Para incrementar la
recuperacion del azucar y mejorar el proceso, la rafinosa puede degradarse
enzimaticamente. El resultado de esta degradacion es doble; por un lado
favorece la cristalizacion y por otro produce sacarosa como uno de los
productos de la hidrdlisis. (Badui, 2006)

1.5.5 Otras aplicaciones

Los enzimas se utilizan en la industria alimentaria de muchas otras formas,
en aplicaciones menos importantes que las citadas anteriormente. Por
ejemplo en la fabricacién de productos derivados de huevos, las trazas de
glucosa presentes, que podrian oscurecerlos, se eliminan con la accién

combinada de dos enzimas, la glucosa-oxidasa y la catalasa.

Por otra parte, la papaina y bromelaina, enzimas que rompen las proteinas,
se pueden utilizar, fundamentalmente durante el cocinado doméstico, para
ablandar la carne. Algunas enzimas, como la lactoperoxidasa, podrian

utilizarse en la conservaciéon de productos lacteos. (Arias y Lastra, 2009)
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CAPITULO Il

DESCRIPCION BOTANICA DE LAS ESPECIES EN ESTUDIO

Introduccidén

En este capitulo se abordaran todos los conceptos relacionados con las
caracteristicas generales y aspectos botanicos de las especies en estudio.
Ademas, se describe morfologicamente a las especies utilizadas para la

elaboracion de jugos y los beneficios de los jugos de frutas.

2.1 Cariciceas: Generalidades y distribucion de las especies de

Caricaceaes en el Ecuador

Caracteristicas Generales

Ecuador y Colombia son los centros de origen de la mayoria de las especies
de Caricaceas. En Colombia las papayuelas de altura se encuentran como
arboles individuales o en pequefios grupos del campesinado. Sin embargo,
en Chile, son una fuente importante de exportacion. (Caetano, et al., 2008)

El sur del Ecuador est4 considerado como centro de biodiversidad de los
papayas de montafia, especies andinas del recién rehabilitado género
Vasconcella, familia Caricaceae. Estas especies de Vasconcella crecen en
su mayor parte en estado silvestre, sobre 1000 msnm., e incluyen a
Vasconcella cundinamarcensi, V. stipulata, V. x heilbornii, V. candicans. , V.
weberbaueri, V. monoica, V. microcarpa, V. parviflora y la nueva especie

endémica V. palandensis (Scheldeman et al., 2003)
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El género Vasconcellea tiene su origen en Sudamérica a diferencia de la
papaya que segun reportes se origind en Centroamérica. Las especies mas
conocidas y comercializadas incluyen al babaco (Vasconcellea x heilbornii
var. pentagona) y en menor grado papayuela (V. pubescens) conocida como
papaya chilena. Estas especies tienen un buen grado de comercializacion y
constituyen una alternativa de agronegocio para la region.
Desafortunadamente la mayoria de especies se encuentran en estado
silvestre y amenazado por un alto grado de erosion genética. (Morales, et al.,
2004)

A continuacion se describen las caracteristicas morfolégicas generales de

las caricaceas presentes en Ecuador.

Aspecto Arboles o arbustos con tallos blandos, poseen latex

lechoso; dioicos, raro monoicos.

Hojas Alternas, grandes, palmadas, largamente pecioladas, sin
estipulas.

Flores Solitarias, 0 en cimas, imperfectas, raro perfectas,
hipdginas.

Perianto Céliz, 5 sépalos soldados; corola, 5 pétalos libres o
soldados.

Androceo Estambres, 5-10 libres, soldados a los pétalos.

Gineceo Ovario supero, carpelos, 5 soldados, évulos oo, parietales.

Estilo corto con 5 estigmas.

Fruto Baya.

Semillas Endosperma oleoso, embrién recto.

Tabla 4: Caracteristicas morfologicas de las Caricaceas presentes en Ecuador (Morales, et
al., 2004)
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2.2 Aspectos botanicos relevantes en la diferenciacion de especies
del género Caricacea.

2.2.1 Ficus carica L. (Higo) caracteristicas generales

Figura 1: Ficus carica L. (Higo)

Si bien la historia antigua de los higos se centra en torno a la regién
mediterranea, y es mas cultivado en climas templados-suaves, tiene su lugar
en la horticultura tropical y subtropical. Identificados botanicamente
como Ficus carica L. (Familia Moraceae), es Unico en un género que abarca
quizas mas de 1,000 especies, en su mayoria gigantes "arboles de caucho",
y preferentemente tropicales. Es casi universalmente conocido en Inglés
simplemente como fig, common fig, o edible fig. EIl nombre es muy similar en
francés (Figue), en aleman (Feige), en italiano y portugués (figo). En
espafiol, es higo o brevo. Los haitianos le dan el nombre, figue France, para
distinguirla de los pequefos platanos secos llamados "figs". (De la Torre et
al, 2008)

2211 Aplicaciones de los productos derivados del higo

- Alimenticio: El futo maduro y las semillas son comestibles, se usan para

preparar dulces y coladas.

- Medicinal: El fruto es utilizado para tratar la irritacion del higado. La infusiéon
de las hojas se bebe como purgante, incrementa la fertilidad de la mujer,

también trata problemas de las vias respiratorias y el dolor del estbmago.
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Las ramas son usadas para tratar afecciones al Gtero e inflamaciones de los

ovarios. Las hojas, en infusion, se usan en bafios. (De la Torre et al, 2008)

2.2.1.2 Enzimas de Ficus carica

La ficina, enzima mayoritaria de F. carica es una enzima perteneciente al
grupo de las hidrolasas. Esta enzima actla sobre enlace peptidicos y es de
naturaleza de cisteina-endopeptinasa. Se encuentra en el latex del fruto
verde del higo. El uso de esta enzima evita la turbidez durante la
conservacion de ciertos productos. (Badui, 2006).

La ficina tiene hidrélisis preferencial por los aminoacidos aromaticos. Tiene
un pH 6ptimo de 5-8 que varia de acuerdo al sustrato. La temperatura
Optima esta alrededor de los 60°C, inactivAndose completamente a los 80°C.
(Carrera, 2003)

2.2.2 Vasconcellea pubescens (Chamburo)

Figura 2. Vasconcella pubescens (Chamburo)

Esta especie se encuentra distribuida desde Panam& hasta Chile; de carne
firme y fragancia penetrante agradable, con contenido medio de papaina.
Puede consumirse fresca y cocida como dulces y mermeladas, se propaga
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por semillas, es tolerante a nematodos y resistente al virus del anillado,
constituyéndose en fuente potencial de genes transferibles a la papaya. La
planta alcanza hasta 10 m de altura, se distingue de la papaya
principalmente por la forma de las hojas y flores, el fruto es amarillo de 5 a
20 cm de longitud. (De la Torre et al, 2008)

2221 Aplicaciones de los productos derivados del Chamburo

- Alimenticio: El fruto es comestible, se usa para preparar dulces, frescos y
bebidas.

- Medicinal: El latex se usa, en combinacién con otras hierbas para el

tratamiento de algun tipo de cancer. (De la Torre et al, 2008)

2.2.3 Vasconcellea sp (Siglalén)

Figura 3. Vasconcellea sp (Siglalon)

Esta especie se encuentra en alturas de 1600 a 2500 m.s.n.m., su fruto es
amarillo con 10 - 11 lados, con aroma fuerte y agradable; en la mayoria de
los casos se consume procesada como dulces o mermeladas; los frutos
inmaduros son ricos en papaina. Se considera, junto con V. pubescens la

especie mas relacionada con C. papaya; ambos podrian aportar genes
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importantes para la solucion de problemas agrondémicos, patolégicos o de

calidad en la papaya. (De la Torre et al, 2008).

2.2.3.1 Aplicaciones de los productos derivados del Siglalén

- Alimenticio: ElI mesocarpo del fruto es comestible, se usa para preparar

dulce.

- Alimento de vertebrados: El fruto es alimento de loras. (De la Torre et al,
2008)

2.2.4 Vasconcellea X heilbornii (Babaco)

Figura 4. Vasconcellea X heilbornii (Babaco)

Esta especie es un hibrido natural entre V, pubescens y V. stipulata, es la
papayuela de mayor difusion comercial, especialmente en Ecuador y sur de
Colombia, introducida a Nueva Zelanda, Australia, Israel, Italia, Califomia,
Grecia y Brasil. Su fruto apomictico, similar a una papaya de cinco lados, es
de muy buen sabor al madurar, especialmente si se consume como jugo;
tiene excelentes perspectivas de mercado; hasta el momento se reconocen
pocos cultivares de Babaco y, esas selecciones han sido poco difundidas.
(De la Torre et al, 2008)
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2.2.4.1 Aplicaciones de los productos derivados del Babaco

- Alimenticio: ElI mesocarpo del fruto es comestible, se usa para preparar

dulces, mermeladas, jugos y bebidas. (De la Torre et al, 2008)

2.3 Especies utilizadas para elaboracion de jugos

2.3.1 Naranijilla

La naranjilla es originaria de la region Interandina especificamente del Sur
de Colombia, Ecuador y Peru, prospera mejor en los valles andinos
hamedos comprendidos, entre los 1200 y 2100 m. s. n. m. . Los principales
productores mundiales de esta fruta exética son en orden de importancia por
volumen esta Colombia, Ecuador, Perl y Venezuela y existen cultivos en

menor escala en Panama, Costa Rica y Guatemala. (Urbina, 2008).

En el Ecuador las principales zonas de produccion de esta especie se
encuentran distribuidas desde la frontera de Colombia, hasta el Sur de la
provincia de Loja. Las principales zonas de produccion, estan en las
provincias de Morona Santiago, Pastaza, Tungurahua, Pichincha, Imbabura,
y en menor escala en la provincia Bolivar. Los hibridos mayormente
cultivados son Hibrido Puyo e Hibrido Mera. En variedades las mas
importantes son: Baeza, Septentrional, Bola, Comun, y Baeza Roja. (Urbina,
2008).
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A continuacion se describen las caracteristicas morfoldgicas de la especie.

Raiz Es pivotante, fibrosa y superficial, penetra en el suelo a una profundidad

de 40 a 50 cm y presenta desarrollo de raices laterales

Tallo Es un arbusto lefioso cilindrico, es verde cuando esta joven luego se
vuelve lefiloso y de color café en la madurez. Dependiendo de la
variedad presenta 0 no espinas, las ramas alcanzan un diametro de
unos 5 cm., son fibrosos y resistentes con vellosidades que dan la

apariencia de terciopelo, las cuales se pierden al llegar la madurez.

Hojas Son palmeadas, alternas y forman un angulo de insercién hacia abajo,
para captar mejor la fotosintesis de forma oblonga, ovalada, las
nervaduras son prominentes de color morado cuando estan jovenes y
se tornan de color café o amarillo palido al llegar al estado adulto.

Las hojas son grandes pueden alcanzar hasta 50 cm de largo y 35 cm.
de ancho el tamafio depende del sombrio al cual estan sometidas las

hojas.

Flores La flores son hermafroditas agrupadas en inflorescencias, cima
escorpoide tipo de drepafio y la inflorescencia indefinida en que los
pedunculos son de longitudes desiguales y terminan casi todas en un

mismo plano.

Frutos La corteza es de color amarillo intenso o naranja, cuando alcanza su
madurez, la pulpa es de color verde oscuro lleno de semillas el tamafio

del fruto puede llegar a 8 cm. de didmetro con un peso entre 80 — 100

g.

Semillas | Son pequefias en forma de lenteja de color amarillo péalido y/o color
crema, el promedio de semillas por fruto de 990 lo cual significa un peso

de 22 g 6sea 2.2 miligramos por semilla.

Tabla 5: Caracteristicas morfoldgicas de la especie de Naranijilla. (Urbina, 2008)
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2.3.2 Manzana (Pirus malus L.)

La manzana Pirus malus L., pertenece a la familia rosacea; esta familia
incluye mas de 200 especies de plantas arbustivas y herbaceas, distribuidas
generalmente en las regiones templadas alrededor del mundo
(Recalde,2010)

A continuacién se describen las caracteristicas morfolégicas de la especie.

Raiz Raiz superficial, menos ramificada que en peral.

Tallo Tronco derecho que normalmente alcanza de 2 a 2,5 m. de altura, con
corteza cubierta de lenticelas, lisa, adherida, de color ceniciento verdoso
sobre los ramos y escamosa y gris parda sobre las partes viejas del
arbol. Tiene una vida de unos 60-80 afios. Las ramas se insertan en
angulo abierto sobre el tallo, de color verde oscuro, a veces tendiendo a
negruzco o violaceo. Los brotes jovenes terminan con frecuencia en una

espina.

Hojas Son ovales, cortamente acuminadas, aserradas, con dientes obtusos,
blandas, con el haz verde claro y tomentosas, de doble longitud que el

peciolo, con 4-8 nervios alternados y bien desarrollados.

Flores Son grandes, casi sentadas o cortamente pedunculadas, que se abren
unos dias antes que las hojas. Son hermafroditas, de color rosa palido,

a veces blanco y en nimero de 3-6 unidas en corimbo.

Floracion | Tiene lugar en primavera, generalmente por abril 0 mayo, las manzanas
mas precoces maduran en junio, aunque existen razas que mantienen el
fruto durante la mayor parte del invierno e incluso se llegan a recoger en

marzo o abril.

Fruto Es globoso, con pedunculo corto y numerosas semillas de color pardo o

amarillo brillante.

Tabla 6: Caracteristicas morfoldgicas de la especie de Manzana. (Recalde, 2010)
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2.4 Jugos Naturales

En la actualidad, la importancia que poseen los jugos de frutas dentro del
mercado mundial de alimentos a incrementado notablemente, ademas,
nuestro pais tiene una alta disponibilidad de materia prima para la obtencién
de jugos de manzana, naranjilla, naranja, tomate de arbol etc. La elaboracion
de jugos permite el aprovechamiento de frutas que no satisfacen las
exigencias del mercado en fresco, pero cuyos defectos menores no son
impedimento para que se les empleen en la obtencién de este tipo de
producto. (Moyano et al, 2001)

En la actualidad se comercializan los jugos de frutas bajo cuatro

modalidades:

- Jugo Natural Integral (o pulposo)

- Jugo Natural Clarificado

- Jugo Concentrado Integral (o pulposo)
- Jugo Concentrado Clarificado

La importancia relativa de cada uno de estos jugos esta dada en funcién de
la preferencia particular de cada mercado. Tanto uno como el otro presentan
ventajas y desventajas comparativas. El jugo integral posee el inconveniente
de que con el transcurso del tiempo aparece un pequefio sedimento de
pulpa lo que puede crear en el consumidor la idea de que el jugo esti
alterado o es de baja calidad mientras que en los clarificados ello no ocurre.

Por otra parte el jugo clarificado tiene el inconveniente de carecer de
"cuerpo” y sus propiedades organolépticas difieren del jugo de frutas recién
obtenido por la ausencia de la pulpa en suspension, la cual le imparte,
ademas del cuerpo, un grado especial de palatabilidad. A su vez la ausencia
de turbidez (pulpa en suspension) puede llevar a pensar al consumidor que
los mismos son elaborados a base de esencias y que no se trata de jugos

naturales. (Moyano et al, 2001)
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2.4.1 Jugo de manzana.

El concentrado, libre de pulpa, se extrae directamente de la fruta para
conservar su pureza luego de un cuidadoso proceso de filtracion. Para los
entrenadores deportivos la manzana es una poderosa y extraordinaria fuente
de energia. De alli que este jugo 100% clarificado sea recomendable para
quienes, luego de disfrutar del ejercicio buscan la manera natural de
recuperar energia con un producto que les asegure la hidratacién, y sin

preservativos. (Moyano et al, 2001)

2.4.2 Jugo de naranjilla (lulo).

La elaboracién del jugo de naranjilla es un proceso sencillo donde se extrae
directamente la pulpa para conservar sus caracteristicas y luego se procede
a un proceso de filtracion. El jugo de lulo es una excelente opcion si quiere
eliminar las toxinas presentes en su organismo. Ademas, esta fruta facilita la

eliminacioén del acido Urico y es rica en Vitamina C. (Vasco, 2008)

2.4.3 Beneficios de los jugos de frutas

e Su alto contenido de hierro le confiere propiedades diuréticas y

tonificantes para el organismo.
o Cuando se consume a diario, ayuda a conciliar el suefio.
« Alivia los sintomas de enfermedades nerviosas.

o Por ser una fuente importante de fosforo y vitamina A, colabora en la

formacion de cabello, ufias, y huesos fuertes.

o El acido que contiene puede disminuir en forma discreta los niveles

altos de colesterol malo. (Vasco, 2008)
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

Introduccidén

En el siguiente capitulo se describira la metodologia experimental utilizada
en el desarrollo del presente trabajo de investigacién. Los métodos incluyen:
seleccion y preparacion de los materiales vegetales, obtencion de los
diferentes latex, estandarizacion del ensayo para la determinacién de
actividad enzimatica, preparacion de los jugos naturales y disefio de mezclas

para optimizar la mezcla con mejor potencial clarificante de jugos.

3.1 Obtencién y preparacion de material vegetal

Los diferentes materiales vegetales utilizados para el desarrollo experimental
del presente estudio fueron adquiridos en los diferentes cantones de la
provincia del Azuay. Se utilizaron tres especies de Caricaceaes y Ficus
carica L. En Buldn (Paute) y Giron se adquirieron tres especies de
Caricaceaes; Vasconcellea X heilbornii (Babaco), Vasconcellea sp (Siglalon)
y Vasconcella pubescens (Chamburo). Ficus carica (Higo) fue adquirido en

mercados locales de Cuenca.

Previa su utilizacion, el material vegetal fue lavado, secado y seccionado por
la mitad. Para las pruebas de actividad enzimatica se utilizé pulpa y latex de
las especies incluidas en el estudio. Para la obtencion de pulpa se
removieron las semillas y las fibras. Posteriormente, la pulpa fue licuada

hasta obtener una pasta homogénea.
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Figura 5. Latex de los frutos en estudio

El latex fue colectado de las diferentes especies en estudio mediante cortes
longitudinales en el fruto no cosechado usando un cuchillo de acero
inoxidable. El latex fue colectado en recipientes colocados alrededor del
fruto. El material fue transferido a envases de vidrio y almacenado a -20°C.

3.2 Estandarizacién del ensayo para determinar la actividad
proteolitica

Para la determinacion de la actividad proteolitica en las diferentes especies
de estudio se evaluaron dos técnicas, las cuales se describen a

continuacion:

3.2.1 Determinacion de la Actividad Proteolitica segun Rocha et al
(2010)

La presente técnica se obtuvo del trabajo de Rocha et al, (2010); donde se
presenta la caracterizacion cinética y fisicoquimica de una proteina aspartica
aislada de frutos de Salpichoria origanifolia. EI método descrito utiliza como
materia de ensayo frutos triturados con etanol a -8°C. El precipitado obtenido
se resuspende en buffer fosfato 50mM de pH 7 (a 4°C), estandarizando el
extracto al 15% p/V. La determinacion de la actividad enzimatica se realiza

utilizando como sustrato protéico hemoglobina al 2% (p/V).
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Para realizar el ensayo, se incubaron 200uL del extracto crudo con 4uL de
una solucion de CaCl2 (1M) a 40°C. Después de un lapso de 5 minutos se
agregaron 200uL de solucién de hemoglobina desnaturalizada al 2% (p/V)
(pH 3.50). Se procedid a incubar por un tiempo de 10 minutos para
posteriormente detener la reaccion con la adicion de 700uL de TCA al 5%
(p/V). Se conservé en reposo por 20 minutos en bafio de hielo. Por ultimo se
centrifug6 a 14000 rpm durante 5 minutos. Para leer la absorvancia se utilizo
5mL del sobrenadante con adicion de 0.3mL de reactivo de Folin a 750nm

en un espectrofotometro UV-VIS.

3.2.2 Determinacion de la actividad proteolitica de pulpa de frutos

La actividad proteolitica de frutos fue realizada segun la técnica descrita por
Arnon R. (1970). A continuacién se describen los requerimientos de material,

preparacion de reactivos y muestras y el desarrollo del ensayo.

3.2.2.1 Materiales y reactivos

Reactivos Materiales

L-cisteina, SIGMA, C-4424 Cubetas para

Tris Ultra Puro, Invitrogen. Cat No 15504- espectrofotémetro,

020 desechables.

Caseina, SIGMA C-7920 Tubos Falcon de 50 y

EDTA, sal disédica. J.T.Baker. CAS No 15 mL

6381-92-6 Puntas desechables de

Papaina de Carica papaya, Fluka, 76222 0,1y1mL

NaOH 1 N Fundas resellables

HCI 0,1 N Vortex

Latex de frutos. Centrifuga 1-14000rpm
Bafio Maria
Espectrofotometro UV-
VIS
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3.2.2.2 Preparacion de reactivos:

- Buffer Tris — HCL 50 mM pH 8: Adicionar 0,6057 g a 100 ml de agua

destilada. Agitar por 3 a 5 minutos hasta disolver completamente. Ajuste

el pH con HCI 1,0 M hasta pH 8,0. Almacene en frascos de vidrio a

temperatura ambiente. No es necesario prepararla en fresco.

- 20mM EDTA 50mM cisteina, pH8: Adicionar 0,0606g de cisteina y
0,07449g de EDTA (sal disodica) a 10ml de agua destilada y agitar hasta

disolver. Ajustar a pH 8 con NaOH 1N. Preparar en fresco.

- TCA 5% (VIV): Adicionar 24,30 g de TCA a 300 ml de agua destilada.

Almacenar a temperatura ambiente. No es necesario prepararlo en

fresco.

- Solucion de caseina 1%: Adicionar 1g de caseina a 100 ml de buffer tris

— HCI. Colocar la botella de vidrio en agua hirviente por 15 minutos y
luego utilizar una barra agitadora hasta disolver. Esta solucion es estable

por una semana si se conserva en refrigerador.

- Solucidn de papaina (0,20 mg/ml): Adicionar 0,01g de papaina a 50 ml de

buffer, colocar en un vaso pequefio y mezclar la solucion con una barra

agitadora. Preparar en fresco.

Figura 6. Reactivos
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3.2.2.3 Preparacién de las muestras

Se procedi6 a dividir la fruta disponible en 3 — 4 réplicas. Se lavo, seco y
corto por la mitad el materia vegetal, y se extrajeron las semillas y las fibras.
Posteriormente se licud la pulpa hasta obtener un puré homogéneo. La pulpa
fue almacenada a -20°C, en fundas resellables, previo su registro de grados
brix y pH Para la preparacion del ensayo, la pulpa fue descongelada a
temperatura ambiente.

Se prepar6 una dilucion de la pulpa con buffer Tris (ver 3.2.2.2). La
concentracion se ajusté en funcién del grado de madurez de los frutos (40%
para pulpa madura y 30% para pulpa verde). Posteriormente, se procedié a
agitar la muestra a alta velocidad por pocos segundos utilizando un vortex,
evitando la formacién de espuma. Previo al ensayo, las muestras fueron

mantenidas en bano de hielo.

3.2.2.4 Desarrollo de la curva de calibracién para actividad

proteolitica

A continuacion se especifican los pasos a seguir para el desarrollo de la
curva de calibracion para la determinacion de actividad proteolitica en pulpa

de frutos.

Preparacion de soluciones estandar de papaina

Para el desarrollo de la curva de calibracién con soluciones estandar de

papaina se sigue el esquema presentado a continuacion:
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Tubo No Solucion EDTA-Cisteina | Buffer Tris | Volumen
de papaina (mL) (mL) (mL) Final(mL)

1 0 0.2 2.0 2.2

2 0.1 0.2 1.9 2.2

3 0.4 0.2 1.6 2.2

4 0.8 0.2 1.2 2.2

5 1.2 0.2 0.8 2.2

6 1.6 0.2 0.4 2.2

7 2.0 0.2 0 2.2

Blanco 0 0.2 0 0.2

Desarrollo _de la reaccidon enzimatica para las soluciones estandar de

papaina.

Para el desarrollo de la reaccién enzimética se siguen los siguientes
pasos:

- Incubar los tubos falcon con las soluciones estandar a 37 °C en bafio
Maria por 5 minutos. Incubar el frasco con solucién caseina al 1% (aprox.

100 mL) en bafio Maria.

- Iniciar la reaccién con la adicién de 1 ml de caseina al 1% a cada tubo en
el bafio Maria. Esta adicién debe realizarse en intervalos regulares, para
finalizar la reaccion enzimatica en 10 minutos. En nuestro ensayo se

utilizaron intervalos de 1’ 15”.

Figura 7. Adicion de caseina a los tubos
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- La reaccion se detiene cuando se alcanza el tiempo final de 10 min. con

la adicion de 3 mL de Acido Tricloroacético al 5% (V/v).

- A continuacion, se presenta el esquema referente a los tiempos utilizados

para el desarrollo de la reaccidn enziméatica en los tubos y el blanco.

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 Blanco
Tiempo adicion 0 1'15 2’30 3’45 500 6’15 7’30 8’45
Caseina

STOP 0 1'15 2’30 3'45 500 6’15 7’30 8'45
TCA

- Posterior a la adicién de TCA, colocar 0.1 mL de solucién de papaina al

blanco. Los tubos se dejan reposar a temperatura ambiente por 40

minutos.

- Los tubos son centrifugados a 5000 rpm de 5 a 10 minutos o hasta

separar totalmente el sobrenadante.

Figura 8. Centrifugacién de los tubos

- La absorbancia de los tubos se registra en un espectrofotdmetro,

ajustado a una A = 275 nm.
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Figura 9. Lecturas registradas en el espectrofotometro.

3.2.2.5 Determinacién de actividad enzimatica en muestras vegetales

(latex y frutos)

A continuacién se especifican los pasos a seguir para el desarrollo de la

determinacién de actividad proteolitica en pulpa y latex de frutos. Las

muestras se preparan segun lo descrito en 3.2.2.3.

- Se tomaron 0.1 mL de las soluciones de trabajo (latex o pulpa) y se

sometieron a reaccidon enzimatica, adicionando los reactivos que se listan

en el procedimiento para el desarrollo de la curva estandar, en las

siguientes proporciones:

Tubos Solucion de | EDTA- Buffer Tris Volumen final
trabajo cisteina

Muestra 0.1 mL 0.2mL 0.7 mL 1.0 mL

Blanco 0.1 mL 0.2 mL 0 mL 0.3 mL
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Se desarrolla la reaccidbn enzimatica adicionando caseina segun
esquema presentado en 3.2.2.4. La reaccion finaliza con la adicion de
TCA. La actividad proteolitica se mide en espectrofotometro UV-VIS a A =
275 nm. Los resultados obtenidos se interpolan en la curva de calibracion
obtenida segun se describi6 previamente. La actividad proteolitica se

expresa segun la escala desarrollada en la curva de calibracion.

3.3 Obtencion industrial de jugos de frutas
La obtencion de jugos de frutas naturales se realizé segun procedimientos
estandarizados. A continuacién se describen los requerimientos de material,

preparacion de los jugos y el desarrollo del ensayo.

3.3.1 Materiales y reactivos

Elaboraciéon de jugos de frutas

Reactivos Materiales

Frutas: Manzana y Naranijilla | Frascos de vidrio de 250 mL

Azlcar Hornilla
Acido Citrico Fluidificador 1.25 Lt
Benzoato de sodio Termometro
Agua Cernidor/ Gasa
Cucharas
Ollas

Estandarizacién de acidez y contenido de azlcares

Reactivos Materiales
NaOH 0,1 N Brixometro 0-60°
Fenolftaleina Bureta 25 mL
Pinzas

Vasos de 100 mL
Pipeta 10 mL
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3.3.2 Preparacion de los jugos de frutas

La elaboracion de los jugos de frutas naturales de manzana y naranjilla se

desarrollo como se muestra en el siguiente diagrama de flujo:

Conservante %car Acido Fruta Agua
<>Peﬂar CD%SAIX Pesar () Seleccionar <> Medir
<\ Escaldar 10
Fluidificar

<> Filtrar

Medir Bx y Acidez

Dosificar

s
o/

_/

Pasteurizar 72 °C 12"’

Dosificar

Envasar

Almacenar

A continuacion se explicara el proceso realizado en la preparacion de los
jugos. En principio, se hizo una seleccién de las frutas en buen estado:
manzana y naranijilla. Luego se procedié a escaldar las frutas por un lapso
de 10 min., para evitar el pardeamiento enzimatico. Inmediatamente se

procedio a fluidificar las frutas respectivamente, para luego ser filtradas.



Andrade Silva, Vidal Le6n 37

Posteriormente se procedié a medir grados Brix y Acidez para cada jugo.
Con esta informacion se realizaron los calculos respectivos para ajustar el
nivel de azucar y acidez a los siguientes parametros (Norma INEN N° 436 :
2008 y N° 2337 : 2008):

- Jugo de Naranijilla Bx 25 ° y Acidez 0.5 %
- Jugo de Manzana Bx 26 ° y Acidez 0.4 %

Después se procedié a medir las cantidades calculadas de azucar, agua y
acido y se dosificaron en cada jugo respectivamente. Consecutivamente se
pausterizé cada jugo a 72 °C por un tiempo de 12 segundos. Enseguida se
dosificé el conservante Benzoato de sodio 80 mg/L y se envasaron los jugos
en frascos de 250 mL. Por dltimo se dejo enfriar al ambiente y

posteriormente en refrigeracion. (Codigo E)

3.4 Disefio de mezclas para evaluacién de actividad proteolitica de

mezclas de latex

Para evaluar el potencial del latex de las especies en estudio, se realizdé un
disefio de mezclas con el fin de obtener un producto compuesto con las
sustancias en estudio, que permita clarificar jugos naturales. Se utilizé un

disefio Simplex Aumentado, cuyo esquema se presenta a continuacion:

DISENO DE MEZCLAS SIMPLEX AUMENTADO

X1 1 0 0 12 12 0 13 1/6 1/6 23
X2 0 1 0 12 0 12 13 1/6 23 1/6
X3 0 0 1 0 12 12 13 23 1/6 1/6

Tabla 7: Disefio de Mezclas Simplex Aumentado (Lundstedt et al, 1998). X1: Latex de Ficus
carica (Higo); X2: Latex de Vasconcella pubescens (Chamburo) y X3: Latex de

Vasconcellea X heilbornii (Babaco)
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3.5 Andlisis sensorial

Los jugos preparados y que presenten el mejor atributo de apariencia
mediante el proceso de clarificacion fueron sometidos a un andlisis sensorial
mediante encuestas de aceptacion ante un panel de catadores no
entrenados. La catacidén se realizé con 37 estudiantes del Octavo Ciclo del
Colegio “Asuncién”. Los resultados obtenidos fueron evaluados mediante
herramientas de estadistica descriptiva mediante el uso del software SPSS
(version 11.5).
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 Actividad Proteolitica de latex y pulpa de especies vegetales

4.1.1 Desarrollo dela curva de calibracién

Para el desarrollo de la Curva de Calibracién se construyé una matriz de

datos en base a las lecturas de absorbancia registradas para la reaccion

enzimatica desarrollada con soluciones de papaina, a 275 nm La relacion

entre la concentracion y la absorbancia se reporta a continuacion:

CURVA DE CALIBRACION

Concentracion

papaina (mg)

Absorbancia

0,02

0,02

0,16

0,028

0,24

0,036

0,32

0,038

0,4

0,039

Tabla 8: Resultados de las lecturas de la Curva de calibracion
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0,045
0,04
0,035
0,03
0,025
0,02
0,015
0,01
0,005

Absorbancia

CURVA DE CALIBRACION y=00s31x+0,0201

Concentracion de Papaina (mg)

o
0 0,05 0,1 0,15 0,25

0,45

4.2 Determinacion de actividad proteolitica en muestras vegetales

Figura 10. Curva de calibracion

Para la determinacioén de actividad proteolitica en frutos y latex se construyé

una matriz de datos en base a la ecuacién obtenida de la curva de

calibracion (figura 10). El resultado de la absorbancia (A=275 nm) permitié

estimar la actividad proteolitica de las muestras en estudio. Los resultados

se muestran a continuacion:

Tabla 9: Determinacion de la Actividad Proteolitica en muestras de frutos.
1:Vasconcellea X heilbornii (Babaco), a:verde b: maduro; 2: Vasconcellea sp
(Siglalon), a: verde, b: maduro; 3: Vasconcella pubescens (Chamburo) , a:

verde, b: maduro y 4: Ficus carica (Higo).

Muestra | Absorbancia Actividad
(nm) Proteolitica
la 0,034 0.262
1b 0 -0,379
2a 0,101 1524
2b 0,536 9,716
3a 0,101 1,524
3b 0,14 2258
4 0,035 0,281
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Muestra | Absorbancia Actividad
(nm) Proteolitica
1 0,1 1,505
2 0,098 1,467
3 0,095 1,411
4 0,102 1,542

Tabla 10: Determinacion de la Actividad Proteolitica en muestras de latex.
Descripcién.- 1:Vasconcellea X heilbornii (Babaco), 2: Vasconcellea sp

(Siglalén) 3: Vasconcella pubescens (Chamburo) y 4: Ficus carica (Higo).

4.3 Aplicacién de Disefio de Mezclas para Clarificacion de jugos

Con el fin de obtener la concentracion Optima de papaina y de latex,
aplicable a la clarificacion de jugos, se desarrolld6 una estrategia con
herramientas de disefio experimental. Se realizé una exploracion de la
concentracion de latex de cada fruto, a concentraciones de 0.2%, 0.5% vy

1%. El tiempo de clarificacion se ensayo a niveles de: 12h, 24h y 36h.

De estas pruebas se determino las condiciones adecuadas de fermentacion:
concentracion 0,2% (v/v) y tiempo 24h. Para el desarrollo del disefio de
mezclas para la clarificacion de los jugos de manzana y naranjilla, se
seleccionaron los tres latex que presentaron mejores caracteristicas
clarificantes de acuerdo al porcentaje de transmitancia medido en un
espectrofotometro UV (A =420 nm). Los resultados se presentan en el Tabla
11.
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Tabla 11: Resultados de las lecturas de transmitancia. Descripcion.- 1:Vasconcellea X

heilbornii (Babaco), 2: Vasconcellea sp (Siglalén) 3: Vasconcella pubescens (Chamburo) y

4: Ficus carica (Higo).

Latex | Porcentaje de Transmitancia
Sin Centrifugar | Centrifugado

1 1,2 2,4

2 1,0 1,8

3 1,2 2,5

4 11 2,2

Las mezclas de latex formuladas en el laboratorio se prepararon pesando

cantidades de latex de higo, chamburo y babaco; segin el esquema

adjunto.

Experimento | Ficus Carica | Vasconcella pubescens Vasconcellea X
(Higo) (Chamburo) heilbornii
(Babaco)
1 450 0 0
2 0 450 0
3 0 0 450
4 225 225 0
5 225 0 225
6 0 225 225
7 150 150 150
8 75 75 300
9 75 300 75
10 300 75 75

Tabla 12: Disefio de mezclas para pruebas de actividad proteolitica
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A continuacion se muestra los resultados en porcentaje de transmitancia del

disefio de mezclas en los jugos:

Porcentaje de Transmitancia
Mezclas Muestra sin Muestra
centrifugar centrifugada
4 7,8 18,3
5 7,7 17,7
6 7,8 17,2
7 7,1 19,9
8 54 12,3
9 54 16,3
10 7,9 18,1

Tabla 13: Actividad proteolitica de mezclas en el jugo de naranjilla

Porcentaje de Transmitancia
Mezclas Muestra sin Muestra
centrifugar centrifugada
4 5,2 9,4
5 5,7 9,8
6 55 9,1
7 53 8,5
8 5,8 9,1
9 54 8,3
10 5,3 8,6

Tabla 14: Actividad proteolitica de mezclas en el jugo de manzana
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4.4 Mezclas de latex de frutos con potencial clarificante de jugos

Segun la evaluacion experimental, las mezclas que presentaron mejores

resultados en la clarificacién de jugos fueron las siguientes:

Formulacion
Ficus Carica Vasconcella | Vasconcellea X
Sustrato Mezcla _ _ .
(Higo) pubescens heilbornii
(Chamburo) (Babaco)
Jugo de Naranijilla 7 1/3 1/3 1/3
Jugo de Manzana 5 1/2 - 1/2

Tabla 15: Mezclas promisorias para la clarificacion de jugos.

4.5 Analisis Sensorial

Para el desarrollo del Analisis Sensorial se prepararon jugos con el mejor
atributo de apariencia mediante el proceso de clarificacion. Estos jugos
fueron sometidos a un analisis sensorial mediante encuestas de aceptacion
ante un panel de 37 catadores no entrenados, 25 femeninos y 12
masculinos. Los resultados obtenidos fueron procesados mediante
herramientas de estadistica descriptiva con la ayuda del software SPSS

(version 11.5).

A continuacién se muestran los porcentajes obtenidos en la aplicacion de

encuestas a los catadores.
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Jugo de Naranjilla

Atributo
Apreciacion Sabor Olor Color Textura
No me gusta 10,80 8,10 2,70 13,50
Ni me gusta ni 29,70 51,40 35,10 43,20
me disgusta
Me gusta 59,50 40,50 62,20 43,20
Total 100 100 100 100

Tabla 16. Evaluacién sensorial de jugo de naranjilla. Resultados expresados en

porcentajes

Jugo de Manzana

Atributo
Apreciacion Sabor Olor Color Textura
No me gusta 18,90 5,40 13,50 35,10
Ni me gusta ni 18,90 40,50 51,40 35,10
me disgusta
Me gusta 62,20 54,10 35,10 27,90
Total 100 100 100 100

Tabla 17: Evaluacion sensorial de jugo de manzana. Resultados expresados en
porcentajes
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CAPITULO V

DISCUSION

5.1 Estandarizacion de método para la determinacién de la actividad

proteolitica en latex y pulpa de especies vegetales

Uno de los objetivos del presente trabajo de investigacion fue estandarizar
un método para cuantificar la actividad proteolitica de sustratos vegetales.
Para el efecto se realizo una revision bibliografica y se desarrollaron pruebas
de laboratorio, buscando adaptar las técnicas descritas en literatura a las

condiciones experimentales.

Para el desarrollo del estudio de la actividad proteolitica de las especies en
estudio se realizé la técnica de determinacion actividad proteolitica segun
Rocha et al (2010); (ver 3.2.1), en la cual no se obtuvieron resultados
aceptables, debido a que la técnica no rindi6 los resultados adecuados con

las condiciones experimentales aplicadas.

Posteriormente se desarroll6 la técnica descrita por Arnon (1970); (ver 3.2.2)
con la cual se realizaron varios ensayos con todas las muestras en estudio,
hasta estandarizar la técnica y obtener resultados confiables. La
metodologia estandarizada y presentada en este trabajo corresponde al

método desarrollado por Arnon.
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5.2 Analisis de la actividad proteolitica de extractos enzimaticos, y

aplicacion como clarificantes de jugos de frutas

El estudio de la actividad proteolitica de extractos enzimaticos y su
aplicacibn como clarificantes de jugos permitid establecer el poder
clarificante del latex de los frutos en estudio. La determinacion experimental
de actividad proteolitica permiti6 determinar que Vasconcella pubescens
(Chamburo) tiene el mayor poder clarificante, en comparaciéon con los frutos

incluidos en estudio.

Con el fin de potenciar el efecto clarificante del latex de V. pubescens se
desarrolld un estudio del efecto de mezclas de latex de V. pubescens y el
latex de las especies con menor poder clarificante (ver Tabla 12). Los
modelos desarrollados con jugo de naranjilla permitieron identificar a la
mezcla de latex de: Ficus carica, V. pubescens y Vasconcellea X heilbornii
(1/3;1/3;1/3) como la mas promisoria por su poder clarificante y ademas para
el jugo de manzana se identifico como mejor mezcla de latex: Ficus carica y
Vasconcellea X heilbornii (1/2;1/2) (ver Tabla 15).

Se hicieron pruebas en de clarificacion en muestras de jugos de naranjilla y
manzana. La adicion del latex de las mezclas bioactivas, en un porcentaje de
0,2%, permitid alcanzar niveles de transmitancia de 19,90% en jugo de
naranjilla y 9,80% en jugo de manzana. Segun los resultados obtenidos por
Aguirre y Castillo (2009) se demostré que la enzima papaina, extraida de
toronche (Vasconcella stipulata) permite la clarificacion de un hectolitro de
cerveza comercial con 11 gramos de la enzima papaina obtenida del fruto.
Estos resultados nos permiten establecer el potencial de las Caricaceas

originarias de la sierra ecuatoriana en la industria de bebidas.

Existen pocos estudios realizados sobre la aplicacion de la enzima papaina y
ficina en la industria de bebidas como clarificante. Los datos publicados
indican diferentes  aplicaciones en la industria alimenticia, como la

tenderizacion de carnes. Segun Ramirez et al (2006) en sus resultados se
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demuestra que la enzima papaina, extraida del latex de la papaya, tuvo
mayor actividad proteolitica en comparacibn con otros ablandadores
comerciales. Los resultados obtenidos en el desarrollo de este trabajo
experimental sefialan a las especies incluidas en el estudio como fuentes de

enzimas con gran potencial como clarificantes de jugos.

5.3 Estudio de la aceptacion de los jugos clarificados mediante un

analisis sensorial con un panel no entrenado

El presente estudio se realizo con estudiantes del Octavo Afio del Colegio
“La Asuncion. La finalidad de este trabajo fue evaluar la aceptacion de los
jugos clarificados con la utilizacion de enzimas naturales. El grupo de
catadores estuvo constituido por 12 hombres y 25 mujeres, con edad
promedio de 12 afios. Este grupo fue escogido ya que en la actualidad se
busca incentivar la alimentacion sana en los jovenes. De acuerdo a sus
atributos, los resultados para el jugo de naranijilla se muestran a continuacion

en graficos de barras segun Tabla 16:
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Figura 11. Resultados del analisis sensorial por atributos del jugo naranijilla.
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Como se observa en los graficos anteriores el jugo de naranijilla tuvo una
buena aceptacién, debido a que se evidencia una buena aceptacion por el
panel de catadores. Los resultados referentes a la aceptaciéon del jugo de
manzana, presentados en Tabla 17, se presentan a continuacion, mediante
graficos de barras, con el fin de visualizar el nivel de aceptacion por

atributos.
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Figura 12. Resultados del analisis sensorial por atributos del jugo manzana
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La textura y color tuvieron menor aceptacion en este producto, debido a que
la adicion de latex al producto favorecio la aglutinacion y desarrollé grumos.
La adicion de latex no influyo en el olor y sabor del jugo. Como se aprecia en
los graficos, éstos son los atributos que registran mejor aceptacion en los
catadores.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El desarrollo de la presente investigacion condujo a las siguientes

conclusiones y recomendaciones:

v

Las especies recolectadas en los diferentes sectores del Austro
Ecuatoriano, pertenecientes al género Vasconcellea producen latex con

potencial para aplicaciones en la industria de los alimentos.

El método de cuantificacion de actividad enzimatica, adaptado a las
condiciones de laboratorio, puede ser utilizado en nuevos estudios
orientados a evaluar la actividad enzimética de sustancias de origen

natural.

El latex de las especies incluidas en este estudio interviene en el proceso
de clarificacion de jugos. En este contexto se encontraron especies

promisorias por la actividad proteolitica de sus extractos enzimaticos.

Se recomienda continuar con estudios similares en especies vegetales y
ampliar su &mbito hasta llegar a la identificacion de las enzimas
responsables de la actividad proteolitica observada en ensayos de

laboratorio.
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