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Caracterizacion de polisacaridos de jugo de uva retenidos mediante
microfiltracion a tres diferentes presiones de transmembrana
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Bioactive polysaccharides were isolated from commercial grape juice by a fractionation process
Carbohydrates via membrane microfiltration. An increase in transmembrane pressure during microfiltration
Bioactive compounds achieved doubling the production of Fractions Enriched in Polysaccharides [FEPS] and the amount
Juice of total carbohydrates, and triplicate the protein content. Infrared spectroscopy showed that the
Microfilter initial samples and the concentrates were composed by acidic and neutral polysaccharides. FEPS
R fractionation by cetrimide precipitation confirmed the presence of arabinogalactan in the neutral

fraction and an acidic fraction, as well as the decrease of protein content. Grape juices maintain
the presence of bioactive polysaccharides associated with dietary fiber, which were concentrated by
microfiltration operation in amounts that would make them a good source of fiber, postioning them
as a healthy food.
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RESUMEN

Se caracterizaron los polisacaridos bioactivos presentes en un jugo de uva comercial obtenidos en el proceso de fraccionamiento
mediante microfiltracién a diferentes AP de transmembrana. Un aumento en la presiéon transmembrana de la operacién de
microfiltraciéon logré duplicar el rendimiento de Fracciones Enriquecidas en Polisacaridos [FEPS] y la cantidad de hidratos de
carbono totales y triplicar el contenido de proteinas. La espectroscopia infrarroja permitié observar que las muestras iniciales
y los concentrados estaban constituidas por polisacaridos acidos y neutros. El fraccionamiento de las FEPS en polisacaridos
acidos y neutros, permitié confirmar la presencia mayoritaria de arabinogalactanos en la fraccién neutra y una fraccion
acida, asi como la disminucién del contenido de proteinas permitiendo una mejor resolucion estructural de los polisacaridos
estudiados. Los jugos de uva mantienen la presencia de polisacaridos bioactivos asociados a fibra dietética, los que fueron
concentrados mediante la operacién de microfiltraciéon en cantidades que le permitirian ser un alimento con caracteristicas de
buena fuente de fibra y potenciandolo como un alimento saludable.
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INTRODUCCION fruta, que contienen compuestos bioactivos (vitami-

nas, polifenoles, fibra, etc.) (Morales-de la Pena et al.,

Con el proposito de mejorar la calidad de la alimen-
tacion, el mercado busca la produccion de alimentos
con caracteristicas saludables y propiedades funciona-
les (Lovstad y Kraan, 2011; Helkar et al,, 2016). Dentro
de estos productos se encuentran los jugos en base a
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2011; Bhardwaj et al,, 2014).

La uva (Vitis vinifera L.) es uno de los productos
agricolas mas importantes de Chile. En la temporada
2017 las exportaciones de uva de mesa alcanzaron las
730.264 toneladas (ASOEX, 2017). Las uvas rojas o ne-
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gras, se han destacado por ser ricas en componentes
con actividades bioldgicas saludables, como polifenoles
(Lima y Prado, 2012; de la Cerda-Carrasco et al,, 2015;
Nassiri-Asl y Hosseinzadeh, 2016) y fibras, presentes
en la piel y en la pulpa (Vidal et al,, 2003; Deng et al.,
2011; Yilmaz et al, 2015; Rodrigues y Queiroz, 2016).

De lo anterior, resulta altamente esperable consi-
derar la opcion de acceder a estos compuestos benéfi-
cos en jugos de uva.

Los compuestos bioactivos son compuestos produ-
cidos en la naturaleza y de los que se ha demostrado
tienen un efecto sobre la salud humana (Biesalski et al,
2009; Hyson, 2015). Uno de los compuestos bioactivos
que ha ingresado con fuerza al mercado nacional de
los alimentos en el tltimo tiempo, es la fibra dietética,
la que se define como la parte comestible de las plan-
tas, constituida por hidratos de carbono complejos,
que son resistentes a la digestién, y no son absorbidos
en el intestino delgado, pudiendo ser fermentadas en
forma completa o parcial en el intestino grueso por la
flora intestinal (Li y Komarek, 2017). Para propoésitos
funcionales y tecnoldgicos, la fibra dietética es a me-
nudo clasificada de acuerdo con su solubilidad (Dai y
Chau, 2017). Las fibras en conjunto se asocian a dis-
tintas bioactividades, se ha demostrado que la adsor-
cion del NO, y 4cidos biliares puede prevenir el cancer
(O’Keefe, 2016), y la hipertension arterial (Jovanovski
et al, 2016). Ademas, pueden ayudar a reducir la tasa
de absorcion de la glucosa, los niveles de colesterol to-
tal y triglicéridos (Chandalia et al., 2000; Jenkins et al.,
2002). El consumo de fibra también puede prevenir
enfermedades cardiacas y cardiovasculares, el estreiii-
miento, y al inhibir la sintesis de acidos grasos hepa-
ticos permite mantener estable los niveles de azicar
en la sangre después de las comidas, muy importan-
te para personas diabéticas (Brownlee, 2011; Dahl y
Stewart, 2015). Dadas las propiedades saludables de
la fibra dietética, es importante mantenerlas como
compuestos bioactivos en la elaboracion de alimentos
en base a frutas y verduras, como el jugo de uva.

Alimento

Membrana

El objetivo principal del trabajo fue caracterizar los
polisacaridos bioactivos presentes en un jugo de uva
comercial obtenidos en el proceso de fraccionamiento
con sistemas de filtracion.

MATERIAL Y METODOS
Jugo de uva

Se analiz6 un jugo de uva nacional obtenido en el
comercio que declara en su etiqueta ser 100% jugo de
uva (jugo Marca AFE). Este se sometié a un proceso de
microfiltracién a diferentes presiones con membranas
de cerdmica TAMI cut-off: 0,2 pm. (Figura 1).

Estudio del efecto de la presion en el proceso de
fraccionamiento

El proceso de fraccionamiento se realizé a diferen-
tes presiones (0,64; 1,25 y 1,95 bar).

Las masas de permeado se recolectaron a los 2, 4,
6, 8,10, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 110, 120, 130, 140
min. Ademas, simultdneamente se tomaron alicuotas
de 13 mL del concentrado a los 5, 15, 30, 45, 60, 90,
120 y 140 min. Estas alicuotas se guardaron congela-
das.

Obtencion de las Fracciones Enriquecidas en
Polisacaridos (FEPS)

Las muestras de jugo de uva concentradas, obteni-
das en el punto anterior, se descongelaron a temperatu-
raambiente, y sellevaron a sequedad por evaporaciéna
presion reducida a una temperatura no mayor de 35 °C,
para determinar el contenido en masa seca. Luego, la
muestra se reconstituy6 y se eliminaron las moléculas
de bajo tamafio por didlisis contra agua destilada, la
solucién retenida en la membrana de didlisis se con-
gelo y se liofiliz6 (FEPS) para su posterior caracteri-
zacion.
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Figura 1. Representacion esquematica de un proceso de separacion por membrana.

Figure 1. Schematic representation of a membrane separation process.
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Analisis de las Fracciones Enriquecidas en
Polisacaridos (FEPS)

Determinacion de hidratos de carbono totales

La determinacion del contenido de hidratos de car-
bono totales en las FEPS se realizé a través del método
del fenol-acido sulftrico (Dubois et al., 1956). A 0,5 mL
de cada muestra (0,2 mg/mL) se agregaron 0,5 mL de
fenol 5% y 2,5 mL de &cido sulfdrico concentrado. La
mezcla se incubé por 20 min y se midi6 la absorban-
cia a 490 nm. Cada una de las muestras se realiz6 por
triplicado en un espectrofotémetro de doble emision
(Thermo Spectronic Genesys 5, Thermo Fisher Scienti-
fic, Waltham, MA, USA). Se utilizé una curva de calibra-
cion con D-galactosa.

Determinacion del contenido de proteinas totales

La determinaciéon del contenido de proteinas se
realiz6 mediante el método Bradford (Bradford, 1976).
A 0,8 mL de cada muestra (0,4 mg/mL), se agregaron
0,2 mL de reactivo de Bradford. La mezcla se incub6
por 5 minutos a temperatura ambiente y se midi6 la ab-
sorbancia a 595 nm. Cada una de las muestras se midi6
por triplicado. Se realiz6 una curva de calibracién con
albiumina de suero bovino.

Caracterizacion de las FEPS por técnicas espectros-
copicas

La caracterizacion espectroscépica de las muestras
se realizé por espectroscopia de IR-TF en pastillas de
KBr, utilizando un equipo Bruker IFS66v (Bruker, Bi-
llerica, MA, USA). El secado de las muestras se realizo
a presion reducida (1 mm Hg) a 50 °C. Los espectros
se registraron en el intervalo de 4.000 - 400 cm'. Las
segundas derivadas de los espectros se obtuvieron uti-
lizando el programa Opus a OPUS/LR. version 1.44 in-
corporado al equipo (Matsuhiro, 1996).

Fraccionamiento de las FEPS para la obtencion de
polisacaridos neutros y acidos

El fraccionamiento se realiz6 con la precipitaciéon
selectiva de los polisacaridos en presencia de cetri-
mide, una sal de amonio cuaternaria (Scott, 1965). A
una solucién al 1% m/v de polisacaridos se le adicion6
cetrimide (3% m/v bromuro de N-cetil-N,N,N tri-meti-
lamonio). El precipitado obtenido se centrifugd por 20
minutos a 4500 g, esta fraccion se denominé Fraccién
Insoluble (PSI, polisacaridos acidos). El sobrenadante
se denomind fraccién soluble (PS, polisacaridos neu-
tros). Ambas fracciones obtenidas se secaron por lio-
filizacion.
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Polisacdridos presentes en jugo de uva

Caracterizacion quimica de las FEPS

Determinacion de monosacdridos constituyentes de
PS y PSI por cromatografia gas-liquido (CGL)

a) Preparacion de los alditoles peracetilados estdndares:

La derivatizacién de los monosacaridos estandares
(arabinosa, glucosa, galactosa, ramnosa y xilosa) para
el andlisis por cromatografia gas-liquido (CGL) se rea-
liz6 a través de reduccidn a alditoles y su posterior pe-
racetilacién (Aguirre et al, 2009). Los monosacaridos
(4,0 mg) se derivatizaron con 0,2 mL de 4-metilmorfo-
lin-borano (MMB) al 0,8% y 0,8 mL de acido trifluoroa-
cético 3 M a 80 °C por 20 min (Stevenson y Furneaus,
1991). A la mezcla fria se adicionaron 0,2 mL de MMB
(120 °C por 2 horas) y se evapord hasta sequedad. Para
la acetilacion las muestras se trataron con 0,4 mL de
acido trifluoroacético concentrado y 0,4 mL de anhidri-
do acético y la mezcla se calenté a 50 °C por 20 min.
Los derivados acetilados se extrajeron con una mezcla
cloroformo:agua (1:1v/v),lafase cloroférmica selavo 3
veces con agua, posteriormente con bicarbonato de so-
dio (10% m/v) y finalmente con agua. Luego se secé
con MgSO0, anhidro, se filtr6 y se evapor6 a sequedad
con N,. El s6lido obtenido se almacené a una tempera-
tura de -20 °C.

Los alditoles peracetilados resultantes se analiza-
ron por CGL, utilizando un cromatégrafo Shimadzu GC-
14B equipado con un detector de ionizacién de llama y
una columna capilar Ultra 2 (Hewlett-Packard) de 50 m
de longitud, 0,2 mm de didmetro interno, 0,11 um de
espesor de pelicula y un programa de tiempo inicial
de 0 a 160 °C, posteriormente con velocidad de calen-
tamiento del horno de 2 °C/min hasta 210 °C y final-
mente con una velocidad de calentamiento de 5 °C/min
hasta 240 °C, donde se mantuvo esta temperatura por
30 min.

b) Andlisis de los monosacdridos constituyentes de los
polisacdridos PSy PSI:

Los polisacaridos (10 mg) se sometieron a hidrélisis
total con 2,0 M TFA a 120 °C por 2 horas, luego se con-
centraron en un evaporador rotatorio a presion redu-
cida y el jarabe resultante se sometié a una reduccién
y acetilaciéon segin punto a). Los acetatos de alditoles
se analizaron por CGL. La asignacion de las sefiales del
cromatograma se realizé a través de los tiempos de
retencién y co-cromatografia con los estandares para
cada monosacarido obtenidos en el punto a).

Determinacion de la homogeneidad de los polisaca-
ridos PSy PSI

La homogeneidad de los polisacaridos (5 mg/5mL)

se analizé por cromatografia de exclusion molecular
(CEM) en una columna de agarosa Bio-Gel (Bio-Rad, Ri-
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chmond, CA) de 2,5 x 30 cm, con un limite de exclusién
de 500 kDa, un rango de resolucién de 10 a 500 kDa y
un flujo de 0,5 mL/min. La columna se calibré con azul
de dextrano para el volumen de exclusion (2.000 kDa,
V0= 58 mL) y citocromo C para estimar el volumen de
inclusion (12,5 kDa, Vi= ~135 mL).

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion de las Fracciones Enriquecidas en Poli-
sacaridos (FEPS)

Para la operacion de microfiltracion se trabaj6 con
2 muestras iniciales de jugo de uva (M1 y M3) y 3 con-
centrados (M4, M5 y M6), las muestras iniciales se tra-
bajaron a 0,64 bar, mientras que los concentrados se
trabajaron a 0,64; 1,25y 1,95 bar, respectivamente. Se
recolectaron masas de permeado desde los 2 hasta los
140 minutos.

En la Figura 2 se aprecia una brusca caida en los
valores de flujo de permeado lo que es atribuible a la
obstruccién de la membrana. Esto debido a la retencién
de moléculas y particulas con tamafios superiores a los
del poro de la membrana (0,2 um). Estas particulas de
gran tamafio molecular son las responsables de la dis-
minucion del flujo de permeado (Cancino et al., 2009).
Una vez alcanzado los 30 minutos de proceso, se obser-
v6 que el flujo a ambas presiones de trabajo se estabi-
liz6, y por tanto, las disminuciones del flujo son meno-
res, las que se mantuvieron hasta finalizar la operacidn.

Para conseguir que el flujo se mantenga en el tiem-
po hasta 140 min, es importante considerar que no

debe producirse la colmataciéon de la membrana. Esto
resulta de vital importancia en la operacién ya que una
presién muy alta provocaria un incremento en la resis-
tencia hidraulica de la capa colmatante y con eso una
disminucion en la selectividad de la membrana. El rea-
lizar una operacién tangencial permite la existencia de
un flujo que circule paralelamente a la superficie. Este
flujo actia como un barrido tangencial que reduce la
formacion de colmatados (Chacén-Villalobos, 2006).

Contenido de hidratos de carbono y proteinas

Un aumento en la presién transmembrana de la
operacidon de microfiltracién, tal como se muestra en
la Tabla 1, logr6 duplicar tanto el rendimiento de las
fracciones enriquecidas en polisacaridos (FEPS), como
la cantidad de hidratos de carbono totales y triplicar el
contenido de proteinas.

En la Tabla 2 se muestra el contenido de hidratos
de carbono (polisacaridos) y su aporte como fuente de
fibra soluble, con respecto a su aporte a la DDR (Dosis
Diaria Recomendada). Se observa que las fracciones
concentradas presentan el contenido mas alto de este
compuesto bioactivo.

Caracterizacion Espectroscopica

La espectroscopia de infrarrojo permitié observar
que las muestras de jugo de uva presentaban grupos
funcionales presentes en pectinas y arabinogalacta-
nos. Los espectros de IR-TF de las muestras iniciales
M1 y M3 resultaron ser similares, mostrando la pre-
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Figura 2.Grafico de Microfiltracién a diferentes presiones (Presiéon TransMembrana, PTM), para jugo de uva AFE.

Figure 2. Chart of microfiltration at different pressures (TransMembrane Pressure, PTM), for AFE grape juice.
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sencia de grupos carboxilatos, probablemente de aci-
do galacturénico de pectinas (banda centrada a 1.735
cm ). También se observd la presencia de grupos ami-
da de proteinas con sus bandas caracteristicas centra-
dasla aproximadamente 1.650 cm’,1.558 cm’’ y 1.420
cm (Aguirre et al., 2009). En los espectros normales

Polisacdridos presentes en jugo de uva

(Figura 3A) de los concentrados de jugo obtenidos
(M4, M5 y M6) no se observan diferencias significati-
vas, al igual que para la segunda derivada del espectro
de IR-TF (Figura 3B). Esto demuestra que el proceso
de microfiltracion no altera la naturaleza quimica del
jugo al aumentar la presion del sistema.

Cuadro 1. Caracterizacidén quimica de las fracciones enriquecidas en polisacaridos (FEPS).

Table 1. Chemical characterisation of fractions enriched in polysaccharides (FEPS).
FEPS Presion Transmembrana Rendimiento Hidratos de Carbono Proteinas
(PTM) [bar] [g/L] Totales [g/100g] [g/100g]
M4 0,64 2,0 13,38 0,65
M5 1,25 3,0 24,48 0,77
M6 1,95 4,4 25,24 2,54

Cuadro 2. Contenido de hidratos de carbono y relacién a DDR de fibra soluble.

Table 2. Content of carbohydrate and DDR ratio of soluble fiber.
Muestras Contenido de Hidratos de Carbono/L % Aporte relacionado alen
de jugo [g/L] relacion a DDR*
M1 (Inicial) 0,53 6,70
M3 (Inicial) 0,23 2,89
M4 (Concentrado) 1,33 16,67
M5 (Concentrado) 2,44 30,58
M6 (Concentrado) 2,51 31,44
* DDR en base a recomendacion (8 g de fibra soluble) de la American Dietetic Association (ADA, 2009).
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Figura 3. Espectro de IR-TF normal (A) y segunda derivada del espectro de IR-TF (B) para M4, M5 y Mé6.
Figure 3. Normal IR-TF spectrum (A) and second derivative of the IR-TF spectrum (B) for M4, M5 and M6.
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El andlisis por espectroscopia de IR-TF de las FEPS
acidas y neutras permitié confirmar la presencia de
grupos funcionales presentes en ramnogalacturona-
nos y arabinogalactanos, respectivamente, asi como
también la disminucién en el contenido de proteinas
de las fracciones, lo que permitié una mejor resoluciéon
estructural de los polisacaridos estudiados.

Determinacion de monosacaridos constituyentes
de PSy PSI por CGL

Los andlisis por cromatografia gas-liquido de los
monosacaridos neutros constituyentes, mostraron
que la fraccién acida de las FEPS contenia los azucares
galactosa, arabinosa, ramnosa y glucosa en la relaciéon
molar 1,0: 0,7: 0,2: 0,1. Por otra parte, la fracciéon neu-
tra de las FEPS mostro estar constituida de galactosa,
arabinosa y glucosa en una relacién molar de 1,0: 0,8:
0,3. El polisacarido neutro del concentrado (Figura 4)
(MC PS) resulté estar constituido por dos azicares ma-
yoritarios (arabinosa y galactosa) y uno minoritario
(glucosa) mostrando la presencia de un arabinogalac-
tano, compuesto bioactivo presente en frutas y otros
productos vegetales (Thude y Classen, 2005; Ozaki et
al, 2010; Dion et al.,, 2016). El reconocimiento de este
polisacarido bioactivo en el jugo de uva lo potencia
como un alimento saludable.

Homogeneidad de los polisacaridos de PS y PSI

Se estudié la homogeneidad de las fracciones ob-
tenidas de las FEPS. La muestra concentrada del poli-
sacarido soluble (MCPS) y la muestra concentrada del
polisacarido insoluble (MCPSI), mostraron mas de una
fraccién por Cromatografia liquida de Exclusién Mole-
cular (CEM), demostrando ser dispersa con respecto a

su tamafo molecular. La Figura 5 muestra el cromato-
grama de elucién de la fraccion MCPS donde es posi-
ble observar una fraccién mayoritaria que eluye en el
volumen muerto (Vo), por lo cual no es resuelta por la
columna cromatografica, presentando valores mayo-
res a 500 kDa; es decir, esta fraccion esta constituida
por polisacaridos de gran tamafio molecular. Luego, es
posible observar otras bandas minoritarias correspon-
dientes a polisacaridos que estan en el rango de la re-
solucién de la columna.

Por su parte, la fraccién MC PSI (Figura 6) también
mostr6 una alta dispersion en el cromatograma de ex-
clusion molecular, pero su distribucion se presentd en
el volumen de resolucién de la columna, observandose
una banda mayoritaria correspondiente a polisacarido
de tamafnos moleculares cercanos a 500 kDa, es decir,
polisacaridos de tamafio molecular medio.

Los resultados obtenidos permiten concluir que los
polisacaridos presentes en el jugo de uva Marca AFE
son altamente dispersos en sus tamafios moleculares y
son heterogéneos, ya que se encuentran polisacaridos
acidos y neutros. Se proyecta continuar con los analisis
estructurales de la fraccién mayoritaria (FMPSI), para
establecer si pertenece a la familia de las pectinas.

CONCLUSIONES

La caracterizacién quimica del jugo de uva comer-
cial AFE permiti6 determinar la presencia de polisaca-
ridos de alto tamafio molecular.

El proceso de microfiltracién logré aumentar el
contenido de proteinas e hidratos de carbono de alto
tamano molecular, en relacion directa con el aumento
de la presion de transmembrana. De esta forma, se ob-
tuvo un jugo de uva con buena fuente de fibra dietética
soluble.
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Figura 4. Cromatograma de CGL para MCPS (A) (Muestra Concentrada, Polisacarido Soluble) y para MCPSI (B) (Muestra

Concentrada, Polisacarido Insoluble).

Figure 4. Chromatogram of CGL for MCPS (A) (Concentrated Sample, Soluble Polysaccharide) and for MCPSI (B) (Concentra-

ted Sample, Insoluble Polysaccharide).
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Polisacdridos presentes en jugo de uva
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Figure 5. Elution curve of soluble polysaccharide to cetrimide (MCPS).
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Figura 6. Curva de elucion del polisacarido insoluble en cetrimide (MC PSI).

Figure 6. Elution curve of insoluble polysaccharide to cetrimide (MC PSI).

La precipitacion selectiva de los polisacaridos
permiti6 obtener fracciones constituidas por polisa-
caridos acidos y polisacaridos neutros, estos ultimos
correspondientes a arabinogalactanos.
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