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RESUMEN

Producto de los altos indices de obesidad y mala nutricién en el mundo, y las
consecuencias que estas provocan a la salud, es que se estan implementando
diversos programas para concientizar sobre la importancia de llevar una buena
alimentacion. En el ultimo tiempo se ha desarrollado una amplia oferta de
alimentos saludables por los distintos beneficios que estos ofrecen, dentro de
los cuales existen los alimentos funcionales, a los cuales se les ha
incrementado o incorporado un componente cuyo consumo representa un
beneficio para la salud, y los nutraceuticos, los cuales no se tratan de
alimentos propiamente tales, sino de componentes particulares de estos.

El maqui es un fruto que crece de forma silvestre en la regién sur de Chile, y
que ha sido reconocido por su alto contenido en antocianinas y flavonoides, en
comparaciéon a otros frutos de similares caracteristicas como lo son el
arandano, la frambuesa, el acai, etc. Las antocianinas poseen una alta
capacidad antioxidante, y su beneficio para la salud se ha demostrado a partir
de multiples estudios en diversas enfermedades.

Maqui New Life S.A. es una empresa chilena, dedicada al rubro de los
ingredientes funcionales. Su principal producto es el Delphinol ®, un
nutraceutico elaborado en base a las antocianinas y flavonoides extraidos del
fruto del maqui. Actualmente el proceso de produccidn posee un gran numero
de ineficiencias: Perdidas del 30% en el producto final, costos de produccién
muy altos y el uso de solventes organicos son algunos ejemplos.

En el presente trabajo se buscéd desarrollar un nuevo proceso productivo, a
escala de prototipo, con el fin de apaliar todas estas ineficiencias. Se plantea
utilizar un tratamiento enzimatico en primera instancia, seguido de
fermentaciones para eliminar azucares, filtraciones secuenciales para separar
y obtener estas moléculas de interés y un secado mediante liofilizacién.

Como resultado se obtuvo el diseno de un nuevo proceso productivo, que
mantiene las caracteristicas del producto original, y un set de ecuaciones que
determinan tanto el tamano de los equipos como el costo de inversion y de
operacidén de la planta, en funcion de los requerimientos de produccién fijados.
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1. Introduccion

1.1 Contexto

En la OCDE, que reune a los paises mas ricos del mundo, el 20% de la
poblacién adulta tiene sobrepeso o son obesos producto de una mal nutricién.
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Figura 1. Porcentaje de Obesidad en adultos en distintos paises y por sexo
(OECD, 2017).



Si bien la obesidad no se considera una enfermedad por si misma, existen
varias patologias cronicas que se derivan de ella, tales como resistencia a la
insulina, diabetes, colesterol elevado e hipertension, las que son consideradas
factores de riesgo o detonantes de enfermedades cardiovasculares, que
representan la principal causa de muerte a nivel mundial (OMS, 2016). Los
principales factores de riesgo comportamentales para las enfermedades
cardiovasculares corresponden al consumo nocivo de alcohol, la inactividad
fisica, el sobrepeso, la obesidad y el consumo elevado de sal, todos, parte del
habito de una mal nutricion (Socarras M., 2010).

En particular, en nuestro pais existe un problema creciente de obesidad,
sedentarismo y mal nutricién en la poblacion. Factores como la falta de
meriendas saludables, ayunos de largas horas, alto consumo de comidas
rapidas y el sedentarismo, son los que principalmente han permitido este
fendomeno (Mizon C., 2004). Segun la Encuesta Nacional de Salud del 2010
existe un 25% de obesidad en la poblacién adulta chilena (Atalah, 2012).
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Figura 2. Prevalencia de Obesidad en adultos segun edad y sexo 2010 (%)
(Atalah, 2012).

La principal consecuencia de una mal nutricidon es la aparicién de desdrdenes
metabdlicos, generando distintos tipos de enfermedades, principalmente
cardiovasculares y diabetes tipo 2 (Aida, 2015). La OMS define la mal nutricién
como la mayor amenaza individual a la salud publica mundial (FAO, 2017).



Para ayudar a paliar estos altos indices de obesidad en el mundo, y en
particular en Chile, es que se han planteado e implementado diversas politicas
sociales, enfocadas principalmente en programas de concientizacidon sobre la
importancia de comer sano y hacer una actividad fisica constante, como
también de sefalar los alimentos que pueden generar danos a la salud debido
a su consumo prolongado, a través de etiguetas con sellos negros o mediante
el aumento al impuesto especifico de algunos de estos, como a las bebidas
alcohdlicas, por ejemplo.

En el ambito de comer de forma saludable es que se ha desarrollado una
creciente oferta de alimentos saludables. Estos alimentos saludables son
elaborados por los diversos beneficios que proveen:

(1) Por su alto aporte nutricional,

(2) Por ayudar a mantener el bienestar y la salud de quien los
consume,

(3) Por su ayuda en la regulacion metabdlica,

(4) Porque ayudan a reducir el riesgo de contraer enfermedades,

(5) O Simplemente porque no poseen elementos que sobrecargan el

organismo como los alimentos libres de lactosa o gluten, por ejemplo.

Y dentro de los cuales se encuentran los llamados alimentos funcionales,
alimentos a los cuales se les ha incrementado o incorporado un componente
cuyo consumo representa un beneficio para la salud establecido, sin que el
producto deje de ser un alimento, y los nutracéuticos, los cuales son un
concepto mas complejo, ya que no se tratan de alimentos como propiamente
tales, sino de componentes de estos, que se pueden consumir en mayores
concentraciones que las habituales y que también reportan beneficios para la
salud. Los nutracéuticos no deben ser confundidos como medicamentos, ya
que no se les atribuyen propiedades terapéuticas especificas, pero si
potencialmente preventivas.

Dentro de esta amplia gama de alimentos, en Chile, en particular, el maqui se
presenta como una fuente atractiva de ingredientes funcionales, ya que
presenta un alto contenido de antocianinas con altos niveles antioxidantes
(DPPH de 28,18 (Genskowsky, 2016)), y ha probado tener efectos
cardioprotectores y antidiabéticos (Rojo, 2012).



1.2 El maqui (Aristotelia chilensis) como fuente de ingredientes

funcionales.

El maqui es una especie nativa chilena que produce pequefias bayas, las que
son recolectadas en forma silvestre en el sur de Chile.

CHILE

Area donde
crece el
maqui

Cada 100 gr de maqui contienen:

150 calorias

0.8 gr de proteina

0.8 gr de fibra

1.2 gr de ceniza

87 mg de calcio, 44 mg de fosforo, 30.5 mg de hierro
y 296 mg de potasio

Tambien contiene porcentajes significativos de
vitamina Cy elementos traza, principalmente Br, Zn,
Cl, Co, Cr, Vn, Tny Mo

Figura 3. Zona en donde crece la planta del maqui en Chile (INTA, 2010),
ademas de la tabla nutricional de esta baya.

Ha sido reconocido por sus multiples beneficios a la salud, atribuidos a su alto
contenido de polifenoles, y a su amplia variedad de antocianinas y flavonoides
(Fredes, 2012). Se ha demostrado que el maqui es rico en compuestos
fendlicos (Girones-Vilaplana, 2014) con una alta capacidad antioxidante en
comparacion con otros berries también de alto poder antioxidante, como es el

acai o el arandano.
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Figura 4. Comparacion de la capacidad antioxidante del maqui con otros
frutos similares (EEUU, 2010).

Asimismo, hay evidencia cientifica sobre las propiedades antiinflamatorias,
antiespasmadicas, astringentes y analgésicas conferidas por sus principios
activos (alcaloides y taninos) (Mufioz O, 2004). Se ha observado que productos
derivados de maqui en condiciones adecuadas de formulaciones alimenticias,
tienen efectos positivos sobre |a resistencia a la insulina, mejorando el control
glicémico de las personas que lo consumen. Del mismo modo, ejerce un efecto
en la disminucién del colesterol total y el colesterol LDL, mientras que sube los
niveles de HDL. También hemos demostrado efectos benéficos sobre los
fendmenos de estrés oxidativo e inflamacién, lo que lo posiciona muy bien en
el mercado de ingredientes saludables de origen natural (Jara, 2012).

Dentro de las biomoléculas que le confieren sus propiedades a este fruto son
de especial importancia las antocianinas, moléculas polifendlicas subcategoria
de los flavonoides y que estan formadas por una molécula de antocianidina,
que es la aglicona, unida a una azucar (generalmente glucosa) por medio de
un enlace glucosidico. La estructura quimica basica de estas agliconas es el
ion flavilio, que consta de dos grupos aromaticos: un benzopirilio y un anillo
fendlico; el flavilio normalmente funciona como un cation.


https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Flavilio&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Benzopirilio&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Fenol
https://es.wikipedia.org/wiki/Fenol
https://es.wikipedia.org/wiki/Cati%C3%B3n

e [::I
o '\"'H-\.\_ = et
T o =
N _
- -~
-, -~
M e ~
e, -
H-H-\-\'-\.\,.P"d-. o

Figura 5. Estructura quimica del ion flavilio, formando en este caso una sal
con el anion cloruro.

De todas las antocianidinas que actualmente se conocen (aproximadamente
19), las mas importantes son la pelargonidina, la delfinidina, la cianidina,
la petunidina, la peonidina y la malvidina.

R1

OH
+
HOQ » O
O = R2
-,
DOH
oH

Pelagonidina —H —H
Cianidina —OH —H
Peonidina —OCH; —H
Delfinidina —OH —OH
Petunidina —O0CH; —OH
Malvidina —O0CH; —O0CH;

Figura 6. Estructura quimica de las principales antocianidinas (Burton-
Freeman, 2016).
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La baya de maqui tiene el mayor contenido de Delfinidinas de todas las bayas
conocidas, ademas cuanta también con una cantidad importante de Cianidinas
(Genskowsky, 2016).

B Delfinidinas

2 5 O/O W Cianidinas

Cianidina-3,5-diglucosido
Cianidina-3-sambubiosido-5-glucosido
Cianidina-3-zambubiosido
Cianidina-3-glucosido

Antocianinas

75%

Delfinidina-3-=ambubiosido-3-glucosido
Delfinidina-3, 2-diglucosido
Delfinidina-3-=ambubicsido
Delfinidina-3-glucosido

Figura 7. Delfinidinas y Cianidinas presentes en el maqui.

La alta actividad antioxidante de las antocianinas se debe a su capacidad para
eliminar los radicales libres al donar un atomo de hidrégeno de un grupo
hidroxilo, asi como para soportar un electron no apareado. Los radicales
generados en estas reacciones se estabilizan mediante resonancia y/o enlaces
de hidrégeno intramoleculares (Burton-Freeman, 2016).

La evidencia de los beneficios para la salud humana relacionados con el
consumo de antocianinas en la dieta se ha presentado a partir de multiples
experimentos en diversas enfermedades. Los primeros informes sugirieron
que las propiedades antioxidantes de estos compuestos eran responsables de
sus efectos promotores de la salud; sin embargo, ahora se aprecia que las
antocianinas funcionan mucho mas alld de sus propiedades antioxidantes y
probablemente influyen en una variedad de vias de sefializacion celular y
expresion génica (Burton-Freeman, 2016).

Por ejemplo, se ha demostrado que la ingesta de antocianinas en la dieta esta
inversamente asociada con eventos cardiovasculares, incluyendo infarto de
miocardio y muerte por enfermedad coronaria y enfermedad cardiovascular en
modelos multivariados (Cassidy, 2013). Estos resultados pueden explicarse en
parte por la reduccién del factor de riesgo: Se ha informado que la ingesta de
antocianinas en la dieta se asocia significativamente inversamente con la
hipertensién (Jennings, 2014), diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (Wedick, 2012),
7



resistencia a la insulina y marcadores de inflamacién / proteina C reactiva
(Jennings, 2014). La evidencia de ensayos clinicos aleatorizados (ECA)
muestra que las fuentes dietéticas de antocianinas, incluidas las fresas y los
arandanos, mejoran los perfiles de lipidos aterogénicos, como la disminucién
del colesterol total y LDL, el aumento del colesterol HDL y la mejora de los
patrones de tamafio de las particulas de lipoproteina (Novotny, 2015).
También se han informado mejoras en los factores emergentes de riesgo de
enfermedades cardiovasculares (ECV) y diabetes con los suplementos de
bayas y antocianinas, incluida la inflamacion (Joseph, 2014), el control
glucémico y la sensibilidad a la insulina mejorada (Li, 2015).

1.3 El mercado de ingredientes funcionales a nivel mundial.

Actualmente existen multiples industrias en el mundo interesadas en la
extraccion de estos ingredientes funcionales para su posterior venta, ya sea
en el mercado de alimentos funcionales o de nutracéuticos. Segun un estudio
realizado por Grand View Research en 2016 el mercado mundial de estos
ingredientes se valoré en alrededor de USD $205.390 millones y se espera que
alcance alrededor de USD $294.790 millones en 2022 (Tabla 1 y Tabla 2),
impulsado por paises con alta poblacidn geriatrica como EEUU, Japdén y Europa
Occidental (Mordor-Intelligence, 2016).

Tabla 1. Mercado Global: Crecimiento, tendencias y pronostico (En millones
de USD) (Mordor-Intelligence, 2016).

Afo 2016 2017 2018 2020 2022

Suplementos alimenticios 71887 76416 81230 91465 103177
Alimentos funcionales 67778 72049 76588 86238 97281
Bebestibles funcionales 65725 69865 74267 83625 94332
Total 205390 218330 232085 261328 294790

Tabla 2. Proyeccion del mercado global de ingredientes funcionales (en
millones de USD) (Mordor-Intelligence, 2016).

MERCADO 2016 2017 2018 2020 2022
Vitaminas y Minerales 94479 100432 106759 120211 135603
Probidticos y Fibra 43132 45849 48738 54879 61906
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Omega 3, proteinas y 34916 37116 39454 44426 50114
péptidos

Otros (fitoquimicos 32863 35023 37134 41812 47167
principalmente)
Total 205390 218330 232085 261328 294790

Este mercado estd liderado principalmente por los llamados productos
“Blockbuster”, los cuales corresponden a aquellos que tienen caracteristicas
que los hacen destacar y que van apareciendo en la medida que son
descubiertos o desarrollados por empresas del mercado. Especial atractivo en
este sector tiene el mercado de los “Superfruits”, los cuales tienen mayores
beneficios nutricionales en comparacién a otras frutas. Los superfruits poseen
ingredientes funcionales que en estos dias estan asociados a productos con
cualidades antienvejecimiento, beneficiosos para la salud, y muy demandados
por las personas de edad avanzada y con mayor poder adquisitivo. El principio
bioactivo mas conocido de los superfruits es su capacidad antioxidante.

Dentro de los paises con mayor participacién econdmica en este mercado se
encuentran EEUU, Japdén, Corea del Sur y Alemania principalmente. El
aumento del consumo de ingredientes funcionales esta impulsando el mercado
estadounidense, que se espera alcance los USD $96 mil millones en 2022
(Mordor-Intelligence, 2016), con lo que dominaria el mercado para ese
entonces. Esto es seguido por Asia-Pacifico, donde el 47% de la poblacién
japonesa consume estos productos. Ademas, el principal mercado de
productos para la vista corresponde al japonés con un tamafio de USD $822
millones, donde el 45% es liderado por nutracéuticos a base de arandano
(Crawford & Mellentin, 2008).



1.4 Maqui New Life S.A. (MNL S.A.)

En este contexto aparece Maqui New Life S.A. (MNL S.A.), una compaiiia
chilena creada en diciembre del 2010 y radicada en la ciudad de
Santiago, basada en la iniciativa de un grupo de emprendedores y cientificos
en proveer soluciones naturales estandarizadas obtenidas a partir del fruto del
maqui y orientadas al mercado nutracedtico y de alimentos funcionales
utilizando biotecnologias de extraccién.

MNL S.A. apunta principalmente al mercado de los antioxidantes, un
subconjunto del mercado de los nutraceutico y de alimentos funcionales, y
mas especificamente a tres perfiles de empresas que ofrecen productos
naturales para la prevencion de patologias:

e El primer grupo se enfoca en la poblacién que sufre de sindrome
metabdlico (hipercolesterolemia, hiperglicemia, etc.) que solamente en
EEUU corresponden a 120 millones de personas (34% de la poblacion al
ano 2012 (Moore, 2017)).

e El segundo atiende a aquellos que consumen productos para problemas
de la vista (como degeneracion macular, sequedad de ojos, cansancio
de la vista, retinopatia diabética, entre otras), con 13 millones de
personas mayores de 40 afos en EEUU (National Eye Institute, US), y
en Japdn, el principal mercado en Asia, a 8 millones de personas
(Department of Ophthalmology at Keio University School of Medicine,
Tokyo).

e El tercer mercado de interés corresponde a productos ofrecidos a
personas que suplementan su sistema inmunolégico como método de
prevencion o recuperacion de enfermedades. En este caso a una
poblacién de 48 millones de personas mayores de 65 afos en EEUU.

Aprovechando los altos indices nutricionales, los multiples efectos regulatorios
que genera en el metabolismo y la alta capacidad antioxidante (ORAC) que
posee el fruto del maqui en comparacidn con otros berries similares mas
ampliamente utilizados en la industria (Figura 4), ademas de que este crece
de forma silvestre en la zona sur de nuestro pais, Maqui New Life S.A. pretende
generar un producto innovador que sea altamente competitivo para ingresar
en estos mercados.

Actualmente MNL S.A. produce este producto bajo el nombre de Delphinol®

exclusivamente para la industria nutracéutica, ya que al momento de querer

ingresar al mercado de alimentos funcionales se presentan problemas debido

al alto costo de produccidon de este producto. Para la industria de alimentos
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funcionales es esencial contar con ingredientes de buena calidad y cuyo rango
de precio sea bajo para obtener un producto competitivo, en comparacién con
la industria nutracéutica que usualmente compra y utiliza extractos de frutos
o plantas cuyo precio no es una limitante. Un producto desarrollado con el
actual extracto de maqui de MNL tendria un costo para el consumidor final tan
alto que estaria fuera de linea y no seria posible comercializarlo. Aunque el
maqui actualmente es reconocido por su alto nivel antioxidante, y su
posicionamiento en términos de mercado es relevante, éste ha tenido una baja
penetracion en este mercado por estos motivos. Por lo tanto, es necesario para
MNL implementar un nuevo proceso para la obtencidn de ingredientes
saludables que no presenten degradacidn, obteniendo un producto de una alta
pureza y actividad bioldgica, y que necesariamente presente un menor costo
de produccion para ser competitivos en la industria alimentaria.

En la mayoria de las industrias de este rubro la obtencidon de extractos desde
frutos o plantas se realiza utilizando solventes organicos, principalmente
alcoholes (Naczk, 2006). Estos procesos son costosos debido a un alto
requerimiento de insumos, a la alta pureza de los solventes utilizados y a su
alta selectividad de extraccién. Ademas, se requiere de un proceso posterior
de secado por calor para eliminar dichos solventes. Este proceso provoca
altas pérdidas de moléculas con efecto bioldgico, llegando hasta casi el 30%
del contenido total de antocianinas y flavonoides.

En la Figura 8 se presenta un diagrama del actual proceso utilizado por Maqui
New Life S.A. para la obtencion del Delphinol®.
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Maqui Berries

Machacar usando
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1) Columna de adsorcidn

2) Lavado de columna con agua
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4) Filtracidn
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5) Evaporacidn a 80" C
6) Adicion de Maltodextrina
7) Proceso de molienda

Delphinol®

Figura 8. Diagrama de Flujo del actual proceso utilizado por MNL S.A. para
la produccion del extracto de Maqui (Delphinol).

A pesar de algunas modificaciones particulares que se le puedan hacer, este
es el proceso mayormente utilizado por las empresas de este rubro, y en
general metanol o etanol son utilizados como solventes para la extraccion.

Otro problema lo constituye el hecho de que los solventes utilizados durante
el proceso de produccion impiden la entrada de estos productos a mercados
de medio oriente, debido a que poseen regulaciones mas estrictas, y, ademas,
son considerados como compuestos no deseados en mercados como el
coreano, canadiense, japonés y en algunos paises de Europa, perdiéndose asi
potenciales clientes.
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En la Figura 9 se presenta la composicidén en peso del Delphinol® producido
con este proceso.

Material
quemado Flavonoides
0,
29% 32%

Agua
4%

Cianidinas Delfnidinas
10% 25%

Figura 9. Composicion en peso del Delphinol® producido por MNL utilizando
el proceso de extraccidn con etanol y posterior secado con calor.

Actualmente el costo de produccion del Delphinol® es de USD $700-750 por
cada kilo de extracto obtenido. El contenido de productos degradados y los
costos de produccion sefalados también son transversales en la industria, ya
gue es el método de extraccidn por solvente el mas utilizado para obtener
compuestos antioxidantes a partir de biomasa vegetal. En la Tabla 3 se
presenta un cuadro comparativo en distintas industrias sobre estos indices.

Tabla 3. Comparacién entre los indices de MNL vy las principales industrias
en el sector de los ingredientes funcionales. Los valores no informados se
estima que estén dentro del mismo rango que el resto de las empresas.

Empresa Costo de % de perdidas % de
Produccion de en el proceso participacion
extracto en el mercado
[USD/kg] global
Indena 700 30 10%
Anklam 650 30 16%
Naturex No informado No informado 39%
Chauser Food No informado No informado 23%
MNL S.A. 700-750 29 <5%
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Por lo tanto, es necesario para MNL implementar un nuevo proceso para la
obtencion de ingredientes saludables que no presenten degradacion,
obteniendo un producto de una alta pureza y actividad bioldgica, y que
necesariamente presente un menor costo de produccién para ser competitivos
en la industria alimentaria.

1.5 Nuevo proceso de produccion.

En este contexto se propone un nuevo proceso basado primeramente en la
degradacién enzimatica de macromoléculas para disminuir la viscosidad del
concentrado de maqui, lo que permitira clarificar la mezcla, liberar los
ingredientes saludables y una mayor eficiencia en el proceso de filtracién por
membranas. La hidrdlisis enzimatica permite disminuir la viscosidad debido a
que su actividad catalitica consiste en romper enlaces de polimeros grandes,
a su vez existe un grado de influencia en la ruptura de la pared celular de
células que hayan quedado completas, rompiendo su estructura y liberando
pigmentos al exterior. Posteriormente el concentrado serd sometido a un
proceso de fermentacidon para eliminar azlUcares que interfieren tanto en la
solubilidad como en la pureza del producto final y a un proceso de filtracion
secuencial, para permitir la purificacion y concentracidn de los ingredientes
activos en base a su tamafio molecular. Para lograr esto, se evaluaran las
condiciones de operacién para microfiltracién en primer lugar, que consideran
comprobar los parametros éptimos como tipo de membrana, velocidad de flujo
tangencial, presidn y ciclos de operacidn normal. El objetivo de esta etapa es
eliminar material particulado para obtener una solucidn clarificada libre de
impurezas y moléculas no deseadas en el producto final. Por otro lado, la
ultrafiltracion, tiene parametros de operacién muy similares, pero con el
objetivo de eliminar macromoléculas y polimeros organicos de gran tamafio
integrando y estandarizando el proceso en su conjunto. Asi, continlda la
nanofiltracién que tiene el objetivo de obtener factores de separacién para los
compuestos de interés y moléculas no deseadas para distintas condiciones y
membranas. Finalmente, una etapa de osmosis reversa para eliminar agua,
iones y alcoholes.

En la Figura 10 se presenta el diagrama de flujo del tentativo nuevo proceso.
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Figura 10. Diagrama de flujo del tentativo nuevo proceso para la produccién

de extracto de maqui.

Mas especificamente el proceso disefiado consiste en las siguientes etapas:

I.
IT1.

ITI.

IV.

VI.
VII.

Mezcla de maqui con agua y generacion de pulpa por molienda.
Filtracion con papel o tela para eliminacidon de cascaras, semillas y
residuos de fruta.
Tratamiento enzimatico, con pectinasas, celulasas y xilanasas, para
disminuir la viscosidad y permitir la liberacion de pigmentos.
Eliminacion de azlcares a través de la fermentacidén con levaduras.
Filtracién secuencial para purificar la solucién clarificada. El objetivo es
eliminar desde restos de fruta hasta macromoléculas y elementos no
deseados, reduciendo la pérdida de pigmentos. Para esto esta
contemplado utilizar membranas de 1- 5 - 10y 30 kDay de 0,1 a 0,45
y 1,2 micrones.
Osmosis reversa para eliminaciéon de agua y iones.
Secado y estabilizacién del ingrediente saludable de maqui mediante
liofilizacion.
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Las principales ventajas que se esperan obtener con este nuevo proceso son:

o

Disminucion en un 60% de los costos de produccién. Esta proyeccion se
basa fundamentalmente en la eliminacién del etanol y la resina de las
columnas de intercambio i6nico del proceso actual, ademas de la
eliminacion de los costos de transporte, ya que con el presente proyecto
se espera que la produccién pueda ser llevada a cabo en Chile, en lugar
de enviar la materia prima hasta Alemania para producirla alla, como
ocurre actualmente. Con esta reduccién se espera que el costo de
produccién por kilogramo de producto oscile entre los 200-300 USD.

No requiere de solventes organicos y la purificacion se realiza a través
del uso de membranas, lo que permitird la entrada del producto a
mercados de mayor valor agregado. Ademas, la disminucién en los
costos de produccidn permitirda que el producto entre también en el
mercado de alimentos funcionales, en el cual un bajo rango de precios
es esencial para que el producto pueda ser competitivo.

Reduccion de la degradacién y pérdida de compuestos de interés en el
proceso de un 29% a un 5%, debido a que no se aplica temperatura.

Un mejor rendimiento en cuanto a la relacion de kg de producto
obtenido/kg de materia prima necesaria. Con el actual proceso se
requieren 40 kg de fruto de maqui para producir 1 kg de extracto.

Obtencidon de un producto de igual composicién (35% antocianinas) vy

mejor solubilidad que el producto actual, debido a que no presenta
azucares (eliminados durante el proceso de fermentacion).
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Finalmente se presenta un cuadro comparativo que muestras las ventajas
comerciales del nuevo producto por sobre sus competidores en el mercado.

Tabla 4. Cuadro comparativo entre las distintas soluciones ofrecidas por
MNL S.A. y dos empresas del rubro.

Atributos

Composicién
(pureza)

Contenido de
productos
degradados

Uso de
solventes
organicos

Costo de
produccién

(US$/Kg)

Certificacion
Organica

Penetracion en

mercado
alimentos

Categoria de
producto

Solucion propuesta Sol 1 (Indena)

8 antocianinas, otros

flavonoides,

vitaminas, proteinas

oligosacaridos
propios del Maqui

(Pureza: 80%)

Menos del 5%

NO

350 USD/ Kg

Si

Si
Ingrediente

Saludable organico
(libre de solventes)

Soluciones Competencia

8 antocianinas,

otros
flavonoides.

Productos de

adicion de
flavonoides

(Pureza 60%)

30%

SI (Etanol)

700 USD /kg

NO

NO

Suplemento
Alimenticio
(Extracto)

Sol 2 (Anklam)

8 antocianinas,
otros flavonoides.
Productos de
adicién de
flavonoides

(Pureza 60%)

30%

SI (Etanol)

650 USD/Kg

NO

NO

Suplemento
Alimenticio
(Extracto)

A la fecha MNL S.A. vende 1000 kg de producto al afio en mercados de EEUU,
Japon e Italia. Con el nuevo proceso se espera que esta cifra llega a los 4000
kg por afio en el afio 2021, lo que equivaldria a una facturacién de USD 2,8
millones anuales. Mientras que para el 2022 se esperan vender 5000 kg

anuales, equivalentes a USD 3,5 millones.
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2.

2.1

Objetivos

General

El objetivo general del presente trabajo de titulo consiste en desarrollar un
prototipo experimental para obtener un ingrediente saludable de maqui rico
en antocianinas y flavonoides estandarizado, altamente soluble y puro,
mediante el desarrollo de un proceso de ingenieria secuencial de eliminacion
de macromoléculas, purificacién y concentracién.

2.2

a)

b)

f)

Especificos

Establecer una metodologia para aumentar la estabilidad de
antocianinas en el jugo de maqui, con el fin de disminuir la tasa de
degradacion de estas bajo las condiciones de operacién presentes a lo
largo del nuevo proceso.

Disminuir la viscosidad del jugo prensado de maqui y aumentar la
disponibilidad de antocianinas en solucion utilizando un tratamiento
enzimatico.

Eliminar los azucares presentes en el jugo mediante fermentacién para
mejorar la solubilidad del producto final.

Purificar las antocianinas presentes en el jugo de maqui mediante un
sistema de filtracidon secuencial, estableciendo la configuraciéon de
membranas que maximice esta recuperacion, y posterior estabilizacion
mediante liofilizacidon para obtener un producto integro y de alta pureza.

Establecer el disefio éptimo del nuevo proceso en funcion de la
composicion final del producto solicitada por Maqui New Life S.A.

Determinar dimensionamiento de equipos y analisis econdmico del

proceso, en funcion de los requerimientos de produccién solicitados por
Maqui New Life S.A.
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3. Metodologia

3.1 Obtencidon de la fruta.

Se gestiond el traslado de dos envios de maqui congelado (30 kg cada envio)
desde la bodega de MNL hacia las instalaciones del CeBiB. El primer envio es
de fruta cuyo contenido en peso de antocianinas es de 0,7%, mientras que el
segundo envio contiene 1,4%. Esta fruta se mantiene en stock en un freezer
a -20°C.

3.2 Pruebas de estabilizacion y conservacion de antocianinas.

Para la estabilizacion y conservacion de antocianinas en el jugo de maqui, se
evaluaron dos estrategias. La primera, consiste en la inactivacién de la enzima
B-glucosidasa nativa del fruto a través de un tratamiento con temperatura, ya
que esta enzima rompe el enlace existente entre la antocianidina y las
moléculas de azucar que la conforman, provocando la pérdida de sus
propiedades. Como segunda estrategia, se estudia el efecto estabilizante de
dos agentes, EDTA y acido ascorbico, en la solucion de maqui. El EDTA es un
agente quelante capaz de formar complejos con diversos iones metalicos que
actlan como cofactores de enzimas polifenol oxidasas, cuya activaciéon
provoca la oxidacidon de los polifenoles presentes en la fruta, causando la
pérdida de sus propiedades antioxidantes. Por otra parte, el acido ascorbico,
actla como agente protector frente a las moléculas oxigeno presentes en el
aire, evitando asi la oxidacién de polifenoles por causas ambientales.

Se prepara jugo de maqui utilizando como proporcién 30 gr de maqui por cada
75 ml de agua destilada, y se tritura en una juguera. Esta proporcion se utiliza
de forma fija para todos los experimentos aqui descritos. Para la inactivacién
de B-glucosidasa nativas se preparan 3 muestras de jugo y se filtran para
eliminar el mosto, a cada solucion filtrada se le aplica un tratamiento con calor
distinto, con el fin de denaturar la enzima. Se testea un tratamiento a 85°C
durante 2 minutos y un tratamiento a 70°C por 4 minutos con el propodsito de
determinar bajo qué condicién se logra la inactivacion con una menor pérdida
de antocianinas por calor. Posterior al tratamiento, las muestras se dejan a
temperatura ambiente (21°C).

Se analizan por HPLC las muestras para determinar concentracion de
antocianinas previa a la aplicacién de calor y posterior, alas 1, 3, 11, 22 y 52
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horas, con el propdsito de definir las condiciones en que se logra la inactivacion
de B-glucosidasa, con una menor pérdida de antocianinas.

El set experimental utilizado se muestra en la Figura 11, mientras que los
parametros de medicidn de antocianinas por HPLC, para todos los
experimentos aqui detallados, se presentan a continuacion.

Figura 11. Set experimental para la medicidon de actividad de B-glucosidasa

en el maqui. A la derecha placas magnéticas para acitacion de jugo de maqui

y tratamiento con shock de calor. A la izquierda sistema de filtracién de jugo
de maqui para posterior analisis por HPLC.

= Condiciones experimentales HPLC.

Se utiliza equipo HPLC Shimadzu LC20A con columna de fase reversa Onyx®
C18 monolitica de 4,6x100 mm y equipo de medicién por longitud de onda. Se
sigue el protocolo de medicién de antocianinas en HPLC proporcionado por
MNL:

- Flujo: 0,7 mL/min

- Volumen de inyeccion de 10 pL.
- Temperatura de columna: 30°C
- Longitud de onda: 520 nm

- Fase Movil A: 0,3% TFA en agua.
- Fase Movil B: 100% Acetonitrilo
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Tabla 5. Gradiente de fases médviles para medicion de antocianinas en HPLC.

Tiempo [min] Fase movil A [v/v] Fase movil B [v/Vv]

0 95 5

4 95 5
4.5 90 10

27 85 15

47 45 55

48 10 90

50 10 90

51 95 5

60 95 5

Todas las muestras recolectadas para medicion de concentracion de
antocianinas en los diversos ensayos se conservaron a -20°C en oscuridad en
solucidon de MeOH-HCI en la siguiente proporcién: 0,25 mL jugo de maqui/3,82
mL MeOH/ 83,5 pL HCI (Dilucion de 16,6 veces). Previas al analisis en HPLC
se filtran pasandolas a través de un filtro de 0,22 pm.

Para evaluar el efecto del EDTA y acido ascérbico, se preparan 4 muestras de
jugo de maqui filtrado (de la misma forma que se detalla en el experimento
anterior). Se evaltan cuatro condiciones:

1) EDTA 20 [mM]

2) Acido ascérbico al 0,5% v/v

3) EDTA 20 [mM] + &cido ascoérbico al 0,5% v/v
4) Control sin tratamiento

Las muestras se dejan reaccionando a 21°C y se miden antocianinas disueltas
cada 15 minutos durante la primera hora, luego cada 30 minutos durante las
siguientes 4 horas y una medicién final a las 24 horas.
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3.3 Tratamiento enzimatico para liberacion de antocianinas.

Con el objetivo de evaluar el impacto del tratamiento con enzimas comerciales
(Enartis®) sobre la liberacién de pigmentos, se realizan pruebas con dos mix
enzimaticos distintos. El primero, denominado CP, estd compuesto por
enzimas pectoliticas ademas de celulasas, hemicelulasas y proteasas. El
segundo mix, llamado RS, contiene enzimas pectoliticas, hemicelulasas,
arabinasas, xilanasas, B-1,3-glucanasas, y proteasas.

Se preparan 120 ml de jugo de maqui sin filtrar para estas pruebas. Se evaluan
4 condiciones distintas en duplicado y para cada mezcla de enzimas (CP y RS):

1) 0,67 mL de enzima/100 L

2) 2 mL de enzima/100 L (concentracién recomendada por el proveedor)
3) 6 mL de enzima/100 L de solucion

4) Control sin enzima

Dado que las enzimas presentes en la mezcla actuan de forma 6ptima a pH
acido, se prueban ademas dos formas de preparacidon de la soluciéon de maqui,
una con agua destilada a pH 7 y otra con buffer citrato a pH 3,5. Para cada
prueba se mide la concentracidn de antocianinas en el tiempo.

Cada condicién se deja reaccionar durante 1,5 horas a 21°C, tomando la
muestra de tiempo O previa a la adicién de la mezcla enzimatica. Luego de
esto, se agrega la cantidad de enzima correspondiente a cada solucion, y en
adelante se toman muestras cada 15 minutos para medicién de la
concentracidon de antocianinas.

Se utiliza un montaje experimental similar a las pruebas anteriores, el que se
muestra en la Figura 12.
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Figura 12. (Izquierda) Mezcla de jugo de maqui con mix enzimatico
(Derecha) Filtracién de jugo de maqui para posterior medicién de
antocianinas disueltas.

3.4 Fermentacion con levaduras, para eliminar azlcares que
afectan la solubilidad del producto final.

Se realizan pruebas de fermentacion con levaduras sobre jugo de maqui sin
filtrar, preparado como se menciona en la seccion 3.2, con el objetivo de
eliminar los azucares (glucosa y fructosa principalmente), los que, al poseer
propiedades fisicogquimicas similares a las antocianinas y flavonoides, son
dificiles de separar y afectan la solubilidad del producto final.

Se utilizan dos cepas de levadura aplicadas normalmente en la industria del
vino (S. cerevisiae bayanus EC118 y S. cerevisiae C6 FUEL), disponibles en el
cepario del CeBiB. Ambas se caracterizan por poseer un buen desempefio en
concentraciones de alcohol por sobre el 18% y por alimentarse de igual forma
tanto de glucosa como fructosa, lo cual es altamente deseable ya que el maqui
posee concentraciones similares de glucosa y fructosa (4,6 gr y 4,3 gr
respectivamente por cada 100 gr de fruta (Brauch, 2016)). Sin embargo, la
cepa EC1118 logra un mejor desempeno a bajas temperaturas (entre 15-
25°C) y la cepa C6 posee una temperatura optima de fermentacion
recomendada de 30°C.

Todas las fermentaciones se realizan con 150 ml de jugo de maqui sin filtrar
en matraces Erlenmeyer de 250 ml. Se evaluan distintas condiciones en las
fermentaciones, con el objetivo de determinar el efecto en el contenido final
de azlcar:

1) Medio de preindculo: Se preparan preindculos de ambas cepas en dos
medios distintos: YPD con fructosa a pH 4 y soluciéon de maqui al 40%
p/v (para aminorar los tiempos de aclimatacién). En ambos casos se
utiliza prepara un volumen de 5 ml del medio correspondiente, a 28°C y
250 rpm de agitacién. Se inoculan las fermentaciones con 0,4% v/v de
preindculo y se mantienen las mismas condiciones de 28°C y 250 rpm
para las fermentaciones.

Tabla 6. Disefo experimental de las primeras fermentaciones.

Experimento Tipo de Preindéculo
levadura
1 Sin -
2 Cé YPD
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3 C6 Maqui
4 EC1118 YPD
5 EC1118 Maqui

2) Temperatura de incubacién y atmosfera inerte: Se realizan pruebas de
fermentaciéon a 20°C, ademas se testea el uso de una atmosfera de
nitrégeno inerte para evaluar el efecto de la ausencia de oxigeno en la
velocidad de oxidacidon de las antocianinas. Para ello se bombea N>
durante 15 segundos en los cultivos mientras se toma cada muestra. Los
preindculos se crecen en medio YPD a 28°C y 250 rpm, y se inoculan las
fermentaciones de 150 ml con 0,4% v/v de preindculo.

Tabla 7. Disefo experimental de las segundas fermentaciones.

Experimento Tipo de Atmosfera

levadura
1 Sin Aire
2 Cé6 Aire
3 EC1118 Aire
4 Sin Nitrogeno
5 ce Nitrogeno
6 EC1118 Nitrogeno

3) Concentracion de preindculo, tratamiento con EDTA, acido ascorbico y
shock térmico: Se realizan pruebas con concentracion inicial de biomasa
de 10% en 150 ml de jugo de maqui 40% p/v sin filtrar, para evaluar
este parametro en la velocidad de consumo de azucares.
Adicionalmente, con el mismo porcentaje de preindculo, se realizan
ensayos de fermentaciéon con shock térmico de 70°C por 10 minutos
previo al inicio de la incubacién, y ensayos con EDTA 20 [mM] y acido
ascorbico 0.5% p/p para evaluar el efecto de estas condiciones en la
tasa de degradacién de antocianinas. Se mantiene la temperatura a
28°C y la agitacion en 250 rpm.

Tabla 8. Disefio experimental para la tercera tanda de fermentaciones.

Experimento Tipo de tratamiento
1 Sin
2 70°C por 10 minutos
3 EDTA + Ac. Ascorbico

A cada muestra se le analiza concentracion de antocianinas con los parametros
previamente establecidos, y glucosa y fructosa utilizando kit de medicién de
Biosystems®, numero de catalogo 12800. Para cada medicién de azucares se
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diluye la muestra 10 veces en H>O destilada (100 pL de muestra en 900 uL de
agua) y se mantiene guardada a 4°C en oscuridad hasta su uso.

3.5 Filtraciones Secuenciales

Se preparan 2 litros de jugo bajo las condiciones previamente establecidas y
posteriormente se diluyen en razén 1:1 con agua destilada generando 4 litros
de jugo para filtrar.

El sistema de filtracién corresponde a una bomba que empuja el jugo a través
de una serie de membranas cilindricas de filtracién radial con tamafio de poro
especificado en la Tabla 9. El jugo filtrado (PERMEADO) se acumula en un
bidén mientras que el jugo no filtrado (CONCENTRADO) vuelve al estanque
inicial de jugo para ser empujado a través de la membrana nuevamente.

Tabla 9. Membranas disponibles para el sistema de filtracién secuencial y su
correspondiente presién maxima de operacion.

Operacion Tamafo de Poro Presiéon de
Operacion [psi]
Microfiltracién 0.4-1.25 ym 120
Ultrafiltracion 10 kDa 120
Ultrafiltracion 5 kDa 120
Ultrafiltracion 1 kDa 120
Nanofiltracion 300-500 Da 600
Osmosis Reversa 200 Da 600
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Figura 13. (A) Equipo de filtracién de frente, (B) Equipo de filtracion por
atras, (C) Bomba y equipo de enfriamiento, (D) Membrana de Osmosis
Reversa.

Para los primeros experimentos de filtracidn el jugo se hace pasar a través de
las membranas de Microfiltracion, Ultrafiltraciéon de 5 y 1 kDa y de
Nanofiltracién. Posterior a cada etapa de filtracion se toman muestras tanto
en el jugo permeado como en el jugo concentrado para medir concentracion
de antocianinas, glucosa y fructosa. Se mide ademas la velocidad instantanea
de filtrado y la concentracién en el tiempo de antocianinas, glucosa y fructosa,
tanto en permeado como en concentrado.

El esquema experimental se muestra a continuacién:

MF UF UF NF
(0,2um) (10kDa) (1kDa) (500 Da)

— - o . - Permn

Parm Perm

1 conc conc Conc conc

4 litros de jugo l
de maqui
fermentado
"l/ "1“1 P V.
Delphinol

Liofilizacion

Figura 14. Set experimental para los experimentos de filtraciones
secuenciales.
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3.6 Proceso Completo

Se determind realizar un pretratamiento al jugo de maqui, de acuerdo a los
resultados de los experimentos iniciales. Este se muestra en la figura a
continuacion:

Levadura Agua

Magqui

PulpaMaqui Jugo

Jugo Magui fermentado

Fermentacion Separacion 5/L

Agua

Separacidn 5L

Homogeneizado

Salidos Pellet

Figura 15. Diagrama del proceso completo.

Las etapas de pre tratamiento se realizaron de la siguiente manera:

1. Se prepard jugo de maqui para el ensayo utilizando la proporcion 30 gr
de maqui / 75 ml de agua y se dejé triturar durante 2 minutos en una
juguera.

2. Se deja reposar el jugo durante 30 minutos para que las antocianinas
difundan y alcancen su concentracion de equilibrio.

3. Se eliminan los sdlidos en suspensidn tales como semillas, hollejo, ramas

pequenas, etc. Mediante una filtradora continua de jugo.

. No se agregaron enzimas de ningun tipo al jugo de maqui.

. Se fermentd el jugo utilizando los siguientes parametros:

U b
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Tabla 10. Parametros de fermentacion para proceso completo.

PARAMETRO ESPECIFICACION OTROS
Temperatura 28°C
Agitacion 200 rpm
Tiempo de fermentacion 13-14 hrs
pH 4
Proporcion volumen 0,2
jugo/volumen

fermentador

Tipo de levadura EC1118
Medio de preinoculo YPD con fructosa
% en volumen de 10%

preinoculo

Tiempo de preindculo 12-14 hrs OD600 entre 2.5y 5
Agentes antioxidantes EDTA vy Acido 6 gr/Ly 5gr/L
ascorbico respectivamente

6. Posterior a la fermentacién se centrifugd el jugo por 5 minutos a 4000
rpm. Se recuperé el sobrenadante y se eliminé el pellet de levaduras.
Se diluye el jugo con agua en relacién 1:1.

. Se pasé el jugo por el sistema de filtraciones secuenciales utilizando las
membranas de Microfiltracion, Ultrafiltracién (5 y 1 kDa) y Nanofiltracion
(Figura 14). Descartando los concentrados no filtrados de las etapas de
microfiltraciéon y ultrafiltracion y conservando el concentrado de
nanofiltracién, descartando el permeado de esta ultima etapa.

9. Se liofilizaron 30 ml de las fracciones de concentrado de nanofiltracion.

® N
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3.7 Modificaciones al proceso lineal

Con el fin de aumentar el porcentaje de recuperacién de antocianinas desde el
jugo inicial hasta el concentrado final y la pureza del liofilizado resultante se
plantean las siguientes modificaciones al proceso:

a. Se reemplaza la fruta que se habia estado usando (0.7% p/p) por una
con mayor cantidad de antocianinas en peso (1.4% p/p). Se espera que
con esta modificacion no varien los porcentajes de recuperacién por
etapa, pero si que el liofilizado final tenga un mayor porcentaje en peso
de antocianinas ya que la cantidad de elementos contaminantes del
liofilizado deberia mantenerse constante, mientras que el peso de
antocianinas deberia aumentar.

b. Cambiar la membrana de 5 kDa por una de 10 kDa. De esta forma se
espera que al aumentar el tamafio del poro se forme una torta mas
pequena en la superficie de la membrana, con lo que deberia haber
menor resistencia al paso de antocianinas y una disminucién en el
tiempo de filtrado.

c. Cambiar la membrana de nanofiltracién por una de osmosis inversa. Si
con la membrana de nanofiltracidon se recuperaba aproximadamente el
90% de las antocianinas con la de osmosis reversa se espera recuperar
un porcentaje cercano al 99%.
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3.8 Reciclos

Con el fin de aumentar el porcentaje de recuperacién de antocianinas sin
reducir la pureza del producto seco se plantea el uso de una corriente de
reciclo, conformada por todas las corrientes de concentrado que son
rechazadas en cada etapa de filtracidon. Esta corriente se espera que vuelva al
tanque de jugo inicial para darle asi una segunda oportunidad a las
antocianinas presentes en esta corriente de pasar por todas las etapas de
filtracion nuevamente.

Para testear la eficiencia de esta modificacion se toman todas las corrientes
de concentrado de cada etapa y se mezclan en un nuevo jugo (5,5 litros). Este
jugo se somete posteriormente a las filtraciones secuenciales de la misma
forma que el jugo inicial.

Cabe recalcar que para este experimento se presentaron algunas dificultades
en la instalaciéon de la membrana de nanofiltracidn, la cual se encontraba
funcionando de forma errénea, dejando pasar al permeado una gran cantidad
de antocianinas (80%), por lo que este experimento se realizé con ambas
membranas, de nanofiltracion y OR, en conjunto. Se espera que la inclusién
de estas dos membranas al final disminuya el porcentaje de recuperacién total
de antocianinas, pero para observar el efecto de la corriente de reciclo no
existan mayores problemas.
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3.9 Disefo de la configuracién del proceso en funciéon de la
composicion final del extracto de maqui requerida,
dimensionamiento de equipos y analisis econdmico de planta de
produccion.

Para determinar la configuracién del proceso para la obtencidén de un extracto
de maqui con un contenido de antocianinas de 35% en peso se utilizaron los
resultados obtenidos de los experimentos realizados en conjunto con
ecuaciones de disefio para asi determinar el numero y la configuracion de
membranas requerida en las filtraciones secuenciales para la obtencion de un
producto con estas caracteristicas.

Mientras que, para el dimensionamiento de los equipos, una vez definida la
configuracién de estos, se calcula en base a los requerimientos de produccion
anuales solicitados por MNL, los cuales ascienden a 5000 kg/ano. Suponiendo
12 meses por afo, 20 dias por mes y 20 horas por dia.

Finalmente, se realiza una evaluacién econdmica del proyecto considerando
tanto los ingresos por venta como los costos de inversién y de operacion de
los equipos, salarios, etc., y se concluye sobre la viabilidad econémica del
proyecto. En esta evaluacion no se consideran los costos ya previamente
establecidos en la estructura de Maqui New Life, como costos de marketing,
por ejemplo, funcionando esta evaluacién como items agregados a esta
estructura.
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4. Resultados y Discusiones

4.1 Pruebas de estabilizacién y conservacién de antocianinas.

En el Grafico 1 se muestra la variacion en la concentracién de antocianinas en
el tiempo para los distintos tratamientos con temperatura para inactivar B-
glucosidasa: condicidon control (temperatura ambiente), a 70°C y 85°C.

Comparacion antocianinas totales vs tiempo en
los distintos experimentos

1.2
@ Control

1.1 & 85°C
% 70°C

1.0
0.9

0.8

Concentracion [mg/ml]

0 1000 2000 3000

Tiempo [min]

Grafico 1. Concentracion de antocianinas totales vs tiempo para cada
condicién de temperatura estudiada.

La variacion en la concentracion de antocianinas es menor al 10% durante
todo el periodo del ensayo (52 horas), lo que ocurre tanto para la muestra
control, como en las muestras tratadas con temperatura. En estas ultimas se
observa una pequefia disminuciéon en la concentracion de antocianinas
posterior al tratamiento con temperatura (3,1% para la condicion a 70°C y
7,3% para 85°C). Estos resultados nos indican que las B-glucosidasa nativas
de maqui no tienen mayor influencia sobre la tasa de degradacion de
antocianinas en el jugo de maqui.

En el Grafico 2 se observa la variacion en la concentracion de antocianinas en
funcién del tiempo para las muestras de maqui tratadas con EDTA, acido
ascérbico y ambas condiciones juntas, expresada en funciéon de la OD a 520
nm.
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Comparacién entre la OD a 520 nm de las
distintas condiciones medidas

0.51

@ Control
0.4 & EDTA
c % Acido ascérbico
S 037 + EDTA+Ac. Asc.
N
Te}
0O 0.21
(@)
0.1
0.0 T T T
0 100 200 300

Tiempo [min]

Grafico 2. OD a 520 [nm] de las muestras de maqui tratadas con EDTA,
acido ascorbico, con mezcla EDTA y Acido Ascérbico mas el control.

En el Grafico 3 a continuacion se compara la concentracion inicial y final de
antocianinas para las muestras tratadas con EDTA, acido ascorbico y ambos
juntos, para un tiempo de 24 hrs.

Concentracion de antocianinas totales vs tiempo

mt=0
M Dia Sgte

Control EDTA Ac. Ascorbico EDTA+Ac. Asc.

1,4
1,2
1,0
0,8

0,6

[mg/mL]

0,4

0,2

Concentracion antocianinas

0,0

Grafico 3. Comparacion en la concentracién de antocianinas para las
muestras tratadas con EDTA y acido ascorbico en los tiempos inicial y final
(24 horas).

En cuanto a los efectos protectores del EDTA y acido ascérbico sobre los
polifenoles del maqui, en el Grafico 2 y Grafico 3, se observa que tanto en el
control como en las muestras con EDTA, acido ascérbico y mezcla de ambos,
la concentracién de antocianinas no presenta una variacion significativa dentro
de las primeras 24 horas.
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4.2 Tratamiento enzimatico para liberacién de antocianinas

En el iError! No se encuentra el origen de la referencia. y Grafico 5 se
presenta un resumen de los resultados obtenidos para el mix enzimatico CP
en las distintas concentraciones (CP =0; 0,67; 2; 6 ml/100 Lt), para la solucién
de maqui preparada con agua destilada (pH 7) y buffer citrato (pH 3,5),
respectivamente.

Grafico de concentracion de antocianinas vs tiempo vs
concentracion de enzima CP utilizada, en Agua.
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Grafico 4. Variacion en la concentracion de antocianinas para mix CP y
solucién de maqui en agua.

Grafico de concentracion de antocianinas vs tiempo vs
concentracion de mix enzimatico CP, en buffer citrato (pH 3,5)

Conc. de ACN [mg/ml]
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Grafico 5. Variacion en la concentracion de antocianinas para mix CP y
solucion de maqui en buffer citrato.

Se observa que la concentracién de antocianinas aumenta en ambos graficos
en los primeros 20-30 minutos, alcanzando valores de entre 1,6 y 1,3 mg/ml
respectivamente, y que estas concentraciones se mantienen constante entre
los 30 y 90 minutos posteriores. Se observa ademas que, en ambos casos, el
aumento en la concentracion del mix enzimatico CP no tiene un impacto
significativo en la concentracién final de antocianinas liberadas, pero si en la
concentracion inicial de antocianinas, ya que se observa que la concentracion
inicial de cada muestra (tiempo 0) aumenta a medida que aumenta la
concentracion de mix CP agregado.

En cuanto al uso de agua y buffer citrato, no se observan diferencias
significativas en cuanto a los niveles de concentracién de antocianinas.

En cuanto a los ensayos realizados utilizando mix RS, en distintas
concentraciones (RS = 0; 0,67; 2; 6 ml/100 L), para la solucion de maqui
preparada con agua y buffer citrato, los resultados se muestran en los iError! N
o se encuentra el origen de la referencia. y iError! No se encuentra el
origen de la referencia..

Grafico de concentracion de antocianinas vs tiempo vs
concentracion de mix enzimatico RS, en Agua
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Grafico 6. Variacidn en la concentracién de antocianinas para mix RS y
solucidon de maqui en agua.
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Grafico de concentracion de antocianinas vs tiempo vs
concentracion de mix enzimatico RS, en Agua
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Grafico 7. Variacién en la concentracién de antocianinas para mix RS y
solucion de maqui en buffer citrato.

Al igual que el caso del mix CP, con mix RS también se aprecia que la
concentracidon de antocianinas se mantiene relativamente constante entre los
30 y 90 minutos alcanzando un valor de alrededor de 1,75 [mg/ml] para el
experimento con agua y de 1,3 [mg/ml] para el caso de buffer citrato, no
observandose un aumento mayor al 10% dentro de este rango de tiempo. Sin
embargo, entre los tiempos 0 y 30 se pueden observar diferencias
significativas (por sobre el 50%) en la concentracion de antocianinas liberadas,
para algunas de las muestras.

Se aprecia ademas que el aumento en la concentracion del mix enzimatico RS
no tiene un impacto en la concentracion de antocianinas liberadas, y por lo
tanto no tiene relevancia el uso de buffer citrato.

En todas las pruebas realizadas, se observa un aumento en la concentracion
de antocianinas entre los 0 y 30 minutos, tanto en las muestras con enzimas
como en las de control. Ademas, el aumento en la concentracion inicial de cada
muestra a medida que se aumenta la concentracién de mix enzimatico aplicado
responde principalmente a un fendmeno de transferencia de masa en lugar de
a un efecto enzimatico. Probablemente debido a que cada medicion tomd un
tiempo aproximado de 2 minutos, siendo el tiempo total de analisis de 8
minutos para las primeras 4 tomas de muestra, dandole tiempo a las
antocianinas de difundir a través de la solucidn y asi aumentar su
concentracion en los experimentos en los que la toma de muestra se hace mas
tardia.
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4.3 Fermentacion con levaduras, para eliminar azucares que
afectan la solubilidad del producto final.

» Distintos medios de preinéculo: YPD y maqui

En el iError! No se encuentra el origen de la referencia. se presenta la v
ariaciéon en la concentracién de antocianinas en el tiempo para las
fermentaciones hechas con las 2 cepas de levadura propuestas (C6 y EC1118),
y crecidas tanto en medio YPD como en jugo de maqui, incubadas a 28°C y
250 rpm.

Grafico de comparacion entre las distintas condiciones evaluadas
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Grafico 8. Concentracion de antocianinas para fermentaciones con cepas C6
y EC1118, inoculadas al 0,2% en las fermentaciones y crecidas en medio
YPD y jugo de maqui a 28°C y 250rpm.

Se aprecia que las levaduras cultivadas en jugo de maqui no presentan una
diferencia significativa en la tasa de degradacion de antocianinas en
comparacion a las cultivadas en medio YPD. Ademas, se puede observar que,
a medida que transcurre el tiempo de fermentacion, la concentracion de
antocianinas baja considerablemente (mas de un 60%), lo que se podria deber
a que las levaduras fermentan los azlcares a los que estan unidas las
antocianidinas, degradando asi las antocianinas. Esto, en conjunto con el
efecto de la temperatura y agitacion, constituyen condiciones poco amigables
para la estabilidad de estas moléculas.

Para evaluar el efecto de la concentracion inicial de levadura en la tasa de
degradacion de antocianinas en el Grafico 9 se presentan los resultados de la
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comparacion entre 3 condiciones distintas a 28°C: Inoculacién al 0.4% de
levadura C6, EC1118 crecidas en YPD, y un control sin levadura ahadida.

Grafico de antocianinas vs tiempo para los distintas levaduras, a
28°C

-®- Controla 28°C
% C6 a 28°C
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0 10 20 30

Tiempo [hrs]

Grafico 9. Antocianinas totales vs tiempo para fermentacién con EC, C6 al
0,4% vy control.

Se observa que la tasa de degradacion de antocianinas se mantiene constante
independiente de la cantidad o tipo de levadura afadida, por lo que la causa
de la degradacion de antocianinas es debido probablemente a las condiciones
de operacion (temperatura, agitacion y concentracion de oxigeno).

» Temperatura de incubacién y atmosfera inerte

Nuevamente, para evaluar el efecto de las condiciones de operacion en la tasa
de degradacién se prueban fermentaciones a 20°C y en ausencia de oxigeno.
Los resultados comparados se presentan en el Grafico 10.
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Grafico de concentracion de antocianinas vs tiempo,
sin levadura, a 20°Cy 28°C, con y sin oxigeno.
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Grafico 10. Antocianinas totales vs tiempo para las 3 condiciones sefialadas.

Se aprecia de este grafico que la tasa de degradacion de antocianinas es mayor
a los 28°C, mientras que la de menor tasa de degradacidon es la curva
correspondiente al experimento a 20°C en ausencia de oxigeno. Esto confirma
que la degradacion de las antocianinas ocurre principalmente por las
condiciones de operacion y no por la cantidad o cepa de levadura anadida.

Al mismo tiempo se midieron las concentraciones de glucosa y fructosa en
solucidn para analizar la tasa de degradacién de estas, objetivo principal de la
etapa de fermentacién. Ya habiendo observado que la mejor condicién para la
conservacion de antocianinas correspondia a 20°C y en ausencia de oxigeno
se dispuso a medir los azlcares en esa condicién. Los resultados se presentan
en el Grafico 11.
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Grafico de Azucares totales vs tiempo,
a 20°C, sin oxigeno y con distintas
cepas de levadura
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Grafico 11. Azucares totales (Glucosa y Fructosa) vs tiempo para
fermentaciones a 20°C, en ausencia de oxigeno y en las condiciones
sefaladas: Control, con 0.4% de inoculo de levadura C6 y EC1118.

De este grafico se aprecia que la concentracion de azUcares decrece mas
rapido cuando se afiade levadura C6 o EC1118, no habiendo mayor diferencia
entre ellas, en comparacién a la condicion de control, aun asi, la tasa de
decaimiento es lenta ya que luego de transcurridas 24 horas la concentracion
baja menos del 10%. Esta dindmica no varia en presencia de oxigeno como se
puede ver en el Grafico 12.

Gréafico de Azucares totales vs tiempo, a
20°C y con distintas cepas de levadura
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Grafico 12. Azucares totales (Glucosa y Fructosa) vs tiempo para
fermentaciones a 20°C, en presencia de oxigeno y en las condiciones
sefaladas: Control, con 0.4% de inoculo de levadura C6 y EC1118.
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Sin embargo, cuando analizamos las condiciones en presencia de oxigeno y a
28°C observamos que la totalidad de la azlcar se consume a las 24 horas y
que incluso en la condicidon de control sin levadura afadida hay una
disminucion en la cantidad de azlcares totales. Esto se debe probablemente a
los microorganismos nativos del maqui. Este resultado se observa en el Grafico
13.

Gréafico de Azucares totales vs tiempo, a
28°C y con distintas cepas de levadura
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Grafico 13. Azucares totales (Glucosa y Fructosa) vs tiempo para
fermentaciones a 28°C, en presencia de oxigeno y en las condiciones
sefaladas: Control, con 0.4% de inoculo de levadura C6 y EC1118.

De este grafico es posible observar también que la cepa de levadura EC1118
muestra una leve ventaja sobre la cepa C6 en cuanto al consumo de azucares
en el tiempo final correspondiente a las 24 horas.

Dado que en esta condicibn se consume azlUcar a una velocidad
significativamente mayor que a 20°C (100% vs >10%), se propone dejar esta
condicién como la establecida para la etapa de fermentacion. Sin embargo, en
esta condicion es donde se produce también la mayor tasa de degradacion de
antocianinas, por lo que los siguientes experimentos tienen como finalidad
reducir al maximo los tiempos de fermentacidon con el fin de que la cantidad
de antocianinas degradadas sea la menor posible, ademas de probar distintas
opciones adicionales para proteger a las antocianinas de las condiciones poco
amigables del proceso.
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= Concentracion de preindoculo, tratamiento con EDTA y acido
ascorbico, y shock térmico.

Para reducir los tiempos de fermentacién se prueba inocular con un mayor
porcentaje de preindculo (10% v/v) y se realiza en fase exponencial (10-11
horas a 28°C (Grafico 28)), con el fin de reducir el tiempo de latencia en el
nuevo cultivo de maqui. Mientras que para reducir la degradacién de
antocianinas debido a las condiciones de operacién se testean dos protocolos:
Agregar EDTA y acido ascérbico para evitar la oxidacién de antocianinas por la
agitacién en una atmosfera de oxigeno (implementar una atmosfera de
nitrdgeno también es igualmente valido, pero a escala industrial resulta mas
complejo y mas costoso) y, utilizar un shock térmico previo de 70°C durante
10 minutos para inactivar las enzimas B-Glucosidasas nativas del maqui que
pudiesen romper los enlaces entre las antocianidinas y las moléculas de
azucar.

Los resultados de estos experimentos se presentan a continuacién.
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Gréfico de Glucosa y Fructosa vs tiempo. Control.
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Grafico de Glucosa y Fructosa vs tiempo. Tratamiento calor
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Grafico de Glucosa y Fructosa vs tiempo. EDTA y Ac. ascérbico
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Grafico 14. Azucares totales (glucosa y fructosa) vs tiempo para
fermentacion con 10% de inoculo de levadura EC1118. El grafico superior
corresponde al control, el intermedio al tratamiento con calor y al inferior al
tratamiento con EDTA 20 [mM] y acido ascérbico 0,5%.
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Grafico de OD a 520 nm vs tiempo. Control.
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Grafico de OD a 520 nm vs tiempo. Tratamiento con calor.
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Grafico de OD a 520 nm vs tiempo. EDTA vy Ac. ascérbico.
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Grafico 15. Medicion de OD a 520 nm para medir antocianinas totales en
muestras de fermentacion con 10% de inoculo de levadura EC1118. El
grafico superior corresponde al control, el intermedio al tratamiento con calor
y al inferior al tratamiento con EDTA 20 [mM] y acido ascérbico 0,5%.
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Del Grafico 14 se observa que efectivamente al inocular un mayor porcentaje
de levadura en crecimiento exponencial aumenta la tasa de consumo de azucar
por las levaduras en el tiempo. En estos experimentos se observa que a las 13
horas de fermentacion se consume practicamente la totalidad de glucosa vy
fructosa presente en la solucion, no teniendo mayor incidencia en este
fendmeno el pretratamiento con calor o el uso de EDTA y acido ascérbico,
mientras que las antocianinas experimentan un decrecimiento en su
concentracidon dada por la medicion de densidad o6ptica (OD) de un 20%
aproximadamente, lo que se condice con los resultados obtenidos
anteriormente.

En los experimentos posteriores para reducir la tasa de degradacion de
antocianinas, se traté la solucion de maqui con calor para inactivar las enzimas
B-glucosidasas nativas y se agregd EDTA y acido ascorbico para proteger a las
antocianinas de la oxidacidn. Se observé que en cuanto al consumo de
azucares en los experimentos tratados con calor estos se consumieron
totalmente a las 13 horas, no presentando mayor variacién con el control.
Mientras que en las muestras tratadas con EDTA y acido ascérbico la glucosa
se consumié de manera practicamente completa, pero no asi la fructosa, que
a las 13 horas de fermentacién aun tenia un 14% de fructosa total sin
consumir.

En cuanto a la tasa de degradacion de antocianinas, en los experimentos
tratados con calor se observa una caida del 17% en la concentracidn inicial a
las 13 horas de fermentacion, lo cual no varia de forma significativa en
comparacioén al control sin tratamiento con calor, por lo que es probable que
una minima parte de antocianinas sea degradada de esta forma. Mientras que
en las muestras tratadas con EDTA y acido ascorbico se observa una
disminucion en la concentracién de antocianinas de un 9% pasado 13 horas
de fermentacion, por lo que es probable que el mayor porcentaje de
degradacion de antocianinas ocurra por oxidacién en sistemas con agitacion.

En base a estos resultados y a que el objetivo principal de esta investigacion
es obtener un mayor porcentaje de recuperacion de antocianinas, se proponen
como condiciones de operacion utilizar un 10% de preindculo en fase de
crecimiento exponencial, tratar las muestras con EDTA y acido ascérbico vy fijar
un tiempo de fermentacidn de 14 horas. Se proponen 14 horas de
fermentacion ya que a las 13 horas la fructosa no alcanzo a consumirse
completamente, pero se espera que, siguiendo el mismo ritmo de consumo, a
las 14 horas ya no queden azlcares en solucién. Ademas, aunque se aumente
el tiempo de fermentacion, las antocianinas no sufrirdn una mayor degradacion
gracias a la proteccién del EDTA y acido ascorbico.
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4.4 Filtraciones Secuenciales

A partir de los experimentos de filtracion realizados se analizan dos tipos de
resultados distintos:

1) Grado de rechazo de las membranas tanto para antocianinas totales
como para cada tipo de antocianina.

2) Curvas de velocidad de filtracion, variacion en concentracion de
antocianinas y variacién en concentracién de azucares.

En cuanto al primer punto, se presentan en primer lugar los resultados
correspondientes al grado de rechazo de cada membrana en la cantidad total
de antocianinas en la Tabla 12.

En las dos primeras columnas se sefiala la etapa de filtracion y si pertenece a
la fraccion de concentrado o permeado, en la tercera la concentracion de
antocianinas en esa fraccion, en la cuarta el volumen obtenido de dicha
fraccion, en la quinta el peso de antocianinas totales existentes en esa
fraccion, en la sexta los porcentajes de recuperacidn total de antocianinas de
cada etapa de filtracion y que porcentaje del total recuperado pertenece a la
fraccion de permeado.

Tabla 11. Simbologia

MF Microfiltracion

UF Ultrafiltracion

NF Nanofiltracién

OR Osmosis Reversa

C Concentrado
Permeado

CR Concentrado Residual

PR Permeado Residual
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Tabla 12. Grado de rechazo por membrana para antocianinas totales.

Contenido inicial

ACN [mg/mi] | Volumen [mi] | ACN Total [mg] |
078 5000 3520
Membrana Micro Filtracion (MF)
Fase ACN [mg/ml] | Velumen [mi] ACN Total [mg] #Rec ACN total | % ACN permeado | Eficiencia
C 0,83 150 123 8
P 068 4225 2883 &
R 0,28 1150 4314 95,8% B3,9% 80,3%
PR 0,26 1000 264 4
P+PR 31478
TOTAL 37530
Membrana SkDa
Fase ACN [mg/mi] | Volumen [mi] ACN Total [mg] %Rec ACN total | % ACN permeado | Eficiencia
C 113 250 3279
P 0,37 3200 14113
R 0,26 1675 4418 78,9% 66,2% 52,2%
PR 0,14 [=1=10] 94 4
P+PR 15057
TOTAL 22755
Membrana Ultra Filtracion (UF)
Fase ACN [mg/ml] | Volumen [mi] ACN Total [mg] $ERec ACN total | % ACN permeado | Eficiencia
C 0,311 130 405
P 0,259 3150 8150
CR 0,055 1050 99 4 77 5% 86 3% £ 75
PR 0,114 &10 65, 4
P+PR 884,4
TOTAL 1024 3
Membrana Nano Filtracidn (NF)
Fase ACN [mgfml] | Volumen [mil] ACN Total [mg] %&Rec ACN total | % ACN permeado | Eficiencia
C 0,715 180 1150
2 0,017 2400 40,8
CR 0,437 1270 5550 29 3% 8 0% 7 1%
PR 0,057 300 17,1
P+PR £7.9
TOTAL 727,93

Se observa que en cada etapa la cantidad de antocianinas totales recuperadas
es distinta a la cantidad de antocianinas iniciales. Esto se puede deber a que
parte de las antocianinas pudieron quedar atrapadas en las membranas, en la
torta de filtrado o en las tuberias del equipo de filtracion. En la membrana de
5 kDa es donde se aprecia mas notoriamente este efecto.
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Grafico de fraccién de ACN c/r al total inicial presente
en cada etapa de filtracion
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Grafico 16. Fraccion de antocianinas con respecto al total inicial presente en
cada etapa de las filtraciones secuenciales.

Luego, es posible apreciar también que de la cantidad de antocianinas
recuperadas la mayoria de estas se encuentran en el permeado resultante de
la filtracidon, a excepcién de la etapa de nanofiltracidon, en donde la mayoria de
las antocianinas permanecen en el concentrado.

A partir de los datos presentados se calcula el porcentaje de recuperaciéon de
antocianinas totales para cada membrana: Hasta la etapa de microfiltracion
tenemos una recuperacion total del 80%, hasta la membrana de 5 kDa del
42%, hasta la ultrafiltracion del 26% y en el concentrado de nanofiltracién del
21,6%. En la ultima etapa de nanofiltraciéon la mayoria de las antocianinas
(92%) permanecen en el concentrado, lo cual se debe probablemente a que
el tamafo de poro de esta etapa es de aproximadamente 400 Da, y que las
antocianinas poseen tamanos de entre 480-790 Da.
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Tabla 13. Tamafna en Dalton de las antocianinas presentes en el maqui.

Antocianina [Da]
Delphinidin-3- 758,635
sambubioside-5-glucoside
Delphinidin-3,5-diglucoside 626,52
Cyanidin-3-sambubioside- 743,644
5-glucoside

Cyanidin-3,5-diglucoside 611,529
Delphinidin-3-sambubioside 597,502

Delphinidin-3-glucoside 500,837
Cyanidin-3-sambubioside 581,503
Cyanidin-3-glucoside 484,838

Posteriormente se estudia de la misma forma el grado de rechazo de las
membranas sobre las antocianinas, pero esta vez se analiza el grado de
rechazo para cada una de las ocho antocianinas presentes en el jugo de maqui.
Los resultados se presentan en la Tabla 14.

A partir de esta tabla se observa que se mantiene el comportamiento
observado en el anterior analisis sobre las antocianinas totales. En este caso
las antocianinas que tienen un mayor nivel de recuperacién hasta la etapa de
ultrafiltracion corresponden a Delfinidina-3-sam-5-glu con un 18.1%,
Delfinidina-3,5-glucoside con un 17.8% vy cianidina-3-sam-5-glu con un
17.7%. Todas las antocianinas restantes poseen un porcentaje de
recuperacion bajo el 20%, siendo la cianidina-3-glu la que presenta menor
porcentaje de recuperacién (8.7%). Esto se debe probablemente a que las
antocianinas de menor tamano son filtradas en mayor grado a través de la
membrana de nanofiltracion en comparacion a las de mayor tamafo, que son
mayormente retenidas.
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Tabla 14. Grado de rechazo por membrana para cada antocianina.

Antocianina  Cantidad Inicial [mg] MF UF NF
Recuperado En permeado Recuperado En permeado Recuperado En permeado Conc. De NF
del 3-sam-5-glc 1948,02 1834,67 1546,42 [mg] 525,74 453,81 [mg] 376,65 23,54 [mg]
94,2 84,3 % 72,2 86,3 % 83,0 6,3 % 0,181
a 0,11 a 0,26 a 0,95
del diglc 677,36 683,56 563,06 [mg] 188,26 162,72 [mg] 135,37 14,61 [mg]
100,9 82,4 % 65,9 86,4 % 83,2 10,8 % 0,178
a 0,14 a 0,32 a 0,91
cya 3-sam-5-glc 785,11 750,91 631,39 [mg] 213,45 184,38 [mg] 150,48 11,60 [mg]
+ 95,6 84,1 % 69,3 86,4 % 81,6 7,7 % 0,177
cyadiglc a 0,13 o 0,29 o 0,94
del 3-sam 214,29 198,33 166,49 [mg] 45,00 39,14 [mg] 32,13 3,14 [mg]
92,6 83,9 % 54,4 87,0 % 82,1 9,8 % 0,135
a 0,15 a 0,44 a 0,91
del 3-glc 193,35 187,01 157,18 [mg] 34,25 29,47 [mg] 22,30 4,32 [mg]
96,7 84,1 % 51,4 86,0 % 75,7 19,4 % 0,093
a 0,20 a 0,48 a 0,84
cya 3-sam 55,42 61,05 52,38 [mg] 10,91 9,18 [mg] 6,73 0,94 [mg]
110,2 85,8 % 52,4 84,1 % 73,3 14,0 % 0,104
a 0,03 a 0,49 a 0,88
cya 3-glc 46,02 37,47 30,90 [mg] 6,70 5,71 [mg] 4,69 0,68 [mg]
81,4 82,5 % 47,8 85,2 % 82,1 14,5 % 0,087
a 0,31 a 0,57 a 0,88
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Tabla 15. Comparacién del perfil de antocianinas del maqui, del extracto
obtenido en el CeBiB y del extracto obtenido por MNL.

Antocianina CeBiB (%) MNL (%) Maqui (%)
del 3-sam-5-gic 57,62% 37,63% 54,93%
del diglc 9,91% 18,25% 10,36%
cya 3-sam-5-glc + cya 18,63% 20,29% 18,45%
digic

del 3-sam 6,69% 7,23% 7,10%
del 3-glc 4,52% 9,80% 5,99%
cya 3-sam 1,52% 3,32% 1,79%
cya 3-gic 1,09% 3,48% 1,38%
Total 100% 100% 100%

En cuanto al grado de rechazo de azucares, en la Tabla 16 se presentan los
resultados para la glucosa y fructosa presente en el jugo de maqui.

Tabla 16. Grado de rechazo por membrana para la Glucosa y Fructosa.

Azucar Cantidad MF 5 kDa
Inicial [mg]
Recuperado En Recuperado En
permeado permeado
Glucosa 2,70 2,74 2,38 [mg] 2,03 1,71 [mg]
101,6 86,8 % 89,1 84,2 %
Fructosa 0,70 0,64 0,59 [mg] 0,51 0,46 [mg]
92,1 91,8 % 86,7 90,5 %
Azacar UF NF
Recuperado En Recuperado En
permeado permeado
Glucosa 0,73 0,63 [mg] 0,52 0,24 [mg]
43,6 86,3 % 86,3 46,4 %
Fructosa 0,86 0,76 [mg] 0,66 0,29 [mg]
206,2 88,3 % 91,3 44,5 %
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Se observa que al igual que con las antocianinas hay una diferencia entre la
cantidad total de azucares recuperados y la cantidad inicial presente en la
solucién. De la misma forma, la mayoria de las azucares se rescatan en el
permeado, a excepcidon de la etapa de nanofiltracién en donde la mayoria de
azucares permanece en el concentrado, sin embargo, a diferencia de las
antocianinas en esta Ultima etapa el 45% aproximadamente de glucosa y
fructosa se encuentran en el permeado a diferencia del 8% en las antocianinas,
esto probablemente se debe al tamaifo de las moléculas ya que la glucosa y
fructosa son moléculas mas pequefias que las antocianinas, y pasan a través
del poro de nanofiltracién con mayor facilidad. Ademas, se observa en la etapa
de ultrafiltracion una baja recuperacidon de glucosa (43,6%) y una
recuperacion del 206% de fructosa, resultados inesperados y que
probablemente se deben a errores de medicion.

En cuanto a la segunda parte de los resultados, se presentan a continuacion
los resultados correspondientes a las curvas de velocidad de filtrado y
variacién en concentracion de antocianinas, tanto en concentrado, permeado
y concentracion de azucares.
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Grafico 17. Velocidad de filtrado para las etapas de microfiltracion, 5 kDa,
ultrafiltracion y nanofiltracion.

Se observa del Grafico 17 que en los primeros tiempos la velocidad de filtrado
es mayor y que esta va disminuyendo a medida que va transcurriendo la
filtracidon. Esto se puede deber a que la torta de filtrado hace cada vez mas
dificil el paso de moleculas a travez de la membrana.
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Se observa ademas que los mayores volumenes de filtrado se dan en las
etapas de microfiltracidon y ultrafiltracion. Esto se contrapone a la idea de que
a menor tamafo de poro menor debiese ser el flujo filtrado. Es por esto que
se asume que dicho fendmeno se debe a que la solucién de maqui es rica en
macromoléculas de tamafio sobre 5 kDa, por lo que la membrana se satura
rapidamente con el paso de la solucién, y como consecuencia disminuye el
volumen de filtrado. Asimismo, al quedar retenidas en esta etapa, a la etapa
posterior de ultrafiltracion ingresa una solucién libre de macromoléculas entre
1 y 5 KDa, aumentando la velocidad de filtracion.

Se observa del Grafico 18 al Grafico 21 que la concentracidon de antocianinas,
tanto en los volumenes permeados cada 10 segundos como en el concentrado,

va el aumento en todas las etapas de filtracidon, lo cual concuerda con los
resutados esperados.
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Grafico 18. Concentracion de antocianinas en el concentrado (izquierda) y
en el volumen generado cada 10 segundos de permeado (derecha) a medida
que transcurre la microfiltracion.
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Grafico 19. Concentracion de antocianinas en el concentrado (izquierda) y
en el volumen generado cada 10 segundos de permeado (derecha) a medida
gue transcurre la filtracién con 5 kDa.
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Grafico 20. Concentracion de antocianinas en el concentrado (izquierda) y
en el volumen generado cada 10 segundos de permeado (derecha) a medida
que transcurre la ultrafiltracion.
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Grafico 21. Concentracion de antocianinas en el concentrado (izquierda) y
en el volumen generado cada 10 segundos de permeado (derecha) a medida
gue transcurre la nanofiltracion.

Del Grafico 22 al Grafico 25 se presentan las concentraciones de glucosa y
fructosa medidas en el concentrado y en los volumenes permeados cada 10
segundos para cada etapa de filtracion. Se observa que se sigue la misma
légica que para las antocianinas, la concentracion en concentrado y permeado

tiende a aumentar, aunque es estos analisis el aumento en menor que en los
analisis hechos a antocianinas.
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Grafico 22. Concentracion de Glucosa (Azul) y Fructosa (Naranja) en los
distintos tiempos tomados cada 10 segundos en el concentrado (izquierda) y
permeado (derecha) para la etapa de microfiltracion.
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Grafico 23. Concentracion de Glucosa (Azul) y Fructosa (Naranja) en los
distintos tiempos tomados cada 10 segundos en el concentrado (izquierda) y
permeado (derecha) para la membrana de 5 kDa.
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Grafico 24. Concentracion de Glucosa (Azul) y Fructosa (Naranja) en los
distintos tiempos tomados cada 10 segundos en el concentrado (izquierda) y
permeado (derecha) para la etapa de ultrafiltracion.
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Grafico 25. Concentracion de Glucosa (Azul) y Fructosa (Naranja) en los
distintos tiempos tomados cada 10 segundos en el concentrado (izquierda) y
permeado (derecha) para la etapa de nanofiltracion.
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4.5 Proceso completo

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 17.

Tabla 17. Resumen de los resultados obtenidos en el proceso completo.

Contenido inicial

ACN [mg/ml] | Velumen [mi] | ACH Total [mg] |
171 2100 3595 4
1,35 2100 28392
Membrana Micro Filtracidn (MF)
Fase ACN [mg/ml] | Volumen [mi] ACN Total [mg] SeRec ACN total | % ACN permeado | Eficiencia
C 0,62 320 157 8
P 051 3500 19529
CR 0,15 1800 334 8 a1 3% g £5 77 %
FR 0,14 500 68,0
P+PR 20609
TOTAL 25935
Membrana SkDa
Fase ACN [mg/ml] | Volumen [ml] ACN Total [mg] %eRec ACN total | % ACMN permeado | Eficiencia
C 1,10 420 455 9
P 0,29 3850 1057 .3
LR 028 2000 4520 102 B% 57,08 58,5%
PR 0,31 350 105,2
P+PR 1206,5
TOTAL 2118 4
Membrana Ultra Filtracion [UF)
Fase ACN [mgfml] | Violumen [ml] ACN Total [mg] %eRec ACN total | % ACN permeado | Eficiencia
C 0,26 200 51,2
P 0,24 3200 7520
CR 022 1100 2387 a0 2% 73 a5 e 1%
FR 0,12 400 45,0
P+PR 7580
TOTAL 1087 .9
Membrana Mano Filtracidn [NF)
Fase ACN [mgfml] | Violumen [ml] ACN Total [mg] %Rec ACH total |% ACN concentrado| Eficiencia
C 0,67 270 181 4
2 0,02 2800 Bd 4
LR 0,57 2000 780.0 123 3% 92,6% 114 2%
PR 0,02 400 B4
CHCR 911 4
TOTAL 984 2

La mayoria de los resultados obtenidos calzan con lo esperado. Los procesos
de filtraciones secuenciales tienen una eficiencia de 32,1% en cuanto a la
recuperacion de antocianinas en el concentrado de nanofiltracién.

57




Se aprecia que la menor eficiencia ocurre en la etapa de 5 kDa con un 58,7%
de antocianinas recuperadas, por otro lado, esta etapa es la que mayor tiempo
demora en filtrar. Esto se puede deber a que esta membrana atrapa gran
cantidad de particulas de tamano superior a 5 kDa (pero menor a 0.4 um,
correspondiente a la etapa de MF), generando una capa espesa de residuos
sdlidos en la pared de la membrana, dificultando asi que las antocianinas se
filtren correctamente al quedar atrapadas en esta torta y al mismo tiempo
aumentando considerablemente el tiempo de filtrado.

Se observa también que la eficiencia en la fermentacién es del 78,8%,
bastante por debajo de lo esperado, ya que en los experimentos de
fermentacion la tasa de degradacion de antocianinas no era inferior al 10%.

En cuanto a los resultados de liofilizacidon, estos se presentan en la Tabla 18.

Tabla 18. Resultados de liofilizacion.

Peso Concentracién En 30
Muestra [mg] [mg/ml] [ml] % en peso de ACN
NF C 225 0,672 20,160 8,960
NF CR 110 0,365 10,950 9,955

Al liofilizar 30 ml de concentrado de nanofiltracién se obtuvo un polvo seco de
225 mg de peso, de los cuales el 9% de este (20,16 mg) corresponden a
antocianinas. Ademads, también se liofilizé el concentrado residual
(concentrado remanente que queda en las tuberias del equipo) de la misma
forma que la muestra de concentrado, generando un polvo seco de 110 mg,
de los cuales el 10% (10,95 mg) corresponden a antocianinas.
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4.6 Modificaciones al proceso lineal

Los resultados obtenidos utilizando las modificaciones indicadas se presentan

en la Tabla 19 y Tabla 20.

Tabla 19. Resultados obtenidos con las modificaciones realizadas al proceso

completo.

Contenido inicial

ACN [mg/ml] | Volumen [ml] | ACN Total [mg] |
0,90 2000 1808
101 4200 4242
Membrana Micro Filtracidn [MF)
Fase ACN [mg/ml] | Wolumen [ml] ACN Total [mg] Rec ACH total | % ACN permeado | Eficiencia
C 081 180 145 3
P 0,81 3800 3078,0
CR 0,40 1050 4175 31 1% 85 4% 77 9%
FR 0,13 1700 224 4
P+PR 3302 4
TOTAL 3865 6
Membrana 10kDa
Fase ACN [mg/ml] | Volumen [mi] ACN Total [mg] %eRec ACM total | % ACN permeado | Eficiencia
C 0,51 100 51,2
o 0,53 4800 2558 4
CR 0,17 2300 3533 ac 3% 85 9% 81 8%
FR 0,29 500 144 O
P+PR 27024
TOTAL 31469
Membrana Ultra Filtracidn (UF)
Fase ACN [mg/ml] | Volumen [ml] ACN Total [mg] %eRec ACN total | % ACN permeado | Eficiencia
c 0,48 70 33,7
o 0,45 4700 2100,9
CR 0,23 1400 317 8 24 8% 26.3% 21 8%
PR 0,27 400 109,56
P+PR 22105
TOTAL 2562,0
Membrana Nano Filtracion (NF)
Fase ACN [mg/ml] | Volumen [ml] ACN Total [mg] %Rec ACN total (% ACN concentrado| Eficiencia
C 1,41 820 1154 6
s 0,03 1550 827
CR 0,82 1000 8220 91 9% 57 3% 89 4%
PR 0,02 100 2.1 :
C+CR 15766
TOTAL 20313
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En primer lugar, se observa que la concentracién de antocianinas en el jugo
antes y después de la fermentacion no se condicen con lo esperado ya que
post fermentaciéon hay una mayor cantidad de antocianinas presentes en el
jugo que pre fermentacion. Esto se debe probablemente a un error de medicién
en la muestra del jugo pre fermentado, ya que en el jugo post fermentacion
la cantidad de antocianinas se condice con lo esperado, dado que este jugo es
producido a partir de fruta de buena calidad (1.4%) se esperaba que la
cantidad de antocianinas fuese cercana al doble en comparacién al jugo post
fermentacion producido con fruta de baja calidad (0.7%) (4243 mg de ACN en
el jugo post fermentacidén producido a partir de fruta de buena calidad versus
2839 mg de ACN en el jugo post fermentacidon producido a partir de fruta de
baja calidad).

En segundo lugar, se observa el efecto del cambio de membranas, tanto en la
recuperacion total como en el porcentaje presente en el permeado. En la
membrana de 10 kDa estos parametros corresponden a 95% y 86%
respectivamente, concluyendo con una eficiencia de 81,8%, muy por sobre el
valor obtenido en las filtraciones con la membrana de 5 kDa (58.7%), ademas
el tiempo requerido para filtrar a través de esta membrana también disminuyd
(data not shown), y aunque se esperaba una disminucién en la eficiencia de
filtracidn en la membrana de ultrafiltracion (ya que ahora se genera una torta
mas grande en la superficie de esta), ocurre lo contrario, la eficiencia de esta
etapa aumentd, sobre todo en cuanto al porcentaje de retencion en permeado
(86%), mientras que con respecto al tiempo de filtrado en esta membrana,
este se mantuvo relativamente constante (data not shown). Por otro lado,
utilizando la membrana de osmosis reversa (OR) se observa que la
recuperacion total se mantiene en alta (92%), mientras que la recuperacion
en el permeado aumento marginalmente (97.3%) en comparacién a la
membrana de nanofiltracién, obteniéndose asi una eficiencia total en el
proceso de filtraciones secuenciales del 46,6%. Estos resultados van de
acuerdo a lo esperado, el efecto de disminuir la carga de filtrado en una sola
membrana (5 kDa) para producir que el sistema funcione de forma mas pareja
y de reducir el ultimo tamafo de poro de la ultima etapa de filtracion para
conseguir una mayor cantidad de retencién en el concentrado de la osmosis
reversa. Finalmente recalcar que el valor en la eficiencia de la microfiltraciéon
permanece relativamente constante.
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Tabla 20. Resultados de liofilizaciones en el proceso modificado.

Peso Concentracién En 30
Muestra [mg] [mg/ml] [ml] % en peso de ACN
OR C 1165 0,829 24,87 2,13
OR CR 535 0,654 19,62 3,67

En cuanto a los resultados obtenidos analizando las fracciones liofilizadas se
observa que, si bien la concentracién de antocianinas subid tanto en el
concentrado como en el concentrado residual de OR, también lo hiso en peso
del polvo seco, dando como resultado una considerable baja en los porcentajes
de pureza del producto final (2.13% y 3.67% respectivamente). Esto se puede
deber a que al disminuir el tamafio del poro de la Ultima membrana no
solamente quedan retenidas una mayor cantidad de antocianinas, sino
también una mayor cantidad de elementos inespecificos que contaminan el
producto seco final, los cuales probablemente poseen un tamano de entre 200
y 500 Dalton, ya que la membrana de nanofiltracion si filtra estos elementos,
aumentando la pureza.

En este punto se discute sobre el trade off existente entre el porcentaje de
recuperacion total de antocianinas y el porcentaje de pureza de estas en el
producto seco final. Si bien cada membrana lleva asociada un porcentaje de
perdida en la recuperacidon de antocianinas, estas también colaboran en cuanto
a la eliminacion de elementos indeseados en el producto final. Como se
observa en los resultados, la eliminacién de alguna de estas etapas de
filtracidon, con el fin de aumentar el porcentaje de recuperacion, tendria como
consecuencia la sobrecarga de la membrana siguiente en la secuencia de
filtraciones, aumentando el tiempo de filtrado en esta y ademas disminuyendo
la eficiencia de la misma, no siendo viable a lo largo del tiempo. En teoria la
mejor eleccion de membranas seria utilizar una membrana de microfiltracidon
del menor tamafo de poro posible (0.1 um), una primera membrana de
ultrafiltracion (10 kDa), y dos membranas finales que acoten lo mas posible
los tamanos de las antocianinas mas grandes y mas pequefias (760 Da maximo
y 480 Da minimo), para lo cual las membranas de ultrafiltraciéon (1 kDa) y
nanofiltracién (500 Da) deberian funcionar bien.
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4.7 Reciclos

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 21, Tabla 22, Tabla 23 y

Tabla 24.
Tabla 21. Resultados obtenidos de las filtraciones secuenciales del jugo
inicial.
Contenido inicial
ACN [mg/ml] | Volumen [ml] | ACN Total [mg] |
6,23 2000 12450,0
2,02 2000 4048 0
Membrana Micro Filtracién (MF)
Fase ACN lmlml] Volumen [ml] ACN Total [mg] %Rec ACN total | % ACN permeado | Eficiencia
C 1,32 270 356,98
P 1,12 3450 3857,1
2 0,26 2000 361,0 122,8% 85,6% 105,1%
PR 0,50 800 396,8
P+PR 42539
TOTAL 45718
Membrana 10kDa
Fase ACN [mg/ml] | Volumen [ml] ACN Total [mg] %Rec ACN total | % ACN permeado | Eficiencia
C 1,35 250 3485
P 0,76 3700 27935
<R 0,28 1400 10206 103,5% 68,9% 71,3%
PR 0,48 500 2405
P+PR 30340
TOTAL 44031
Membrana Ultra Filtracién (UF)
Fase ACN [mg/ml] | Volumen [ml] ACN Total [mg] 9%Rec ACN total | % ACN permeado | Eficiencia
C 0,74 300 220,8
P 0,76 3500 26455
(R 038 1000 379,0 111,1% 82,2% 91,3%
PR 0,24 500 120,5
P+PR 2770,0
TOTAL 33658
Membrana Nano Filtracion (NF)
Fase ACN [mg/ml] | Volumen [ml] ACN Total [mg] | %Rec ACN total |% ACN concentrado| Eficiencia
C 0,73 340 247.2
P 0,50 3400 17136
o8 037 1000 871,0 86,7% 74.3% 64,4%
PR 0,28 250 70,8
P+PR 17844
TOTAL 24025
Membrana Osmosis Reversa (OR)
Fase ACN [mg/ml] | Volumen [ml] ACN Total [mg] 9%Rec ACN total |% ACN concentrado| Eficiencia
C 1,85 370 6386
P 0,02 3600 612
o8 0,64 1200 7644 85,6% 95,8% 82,0%
PR 0,02 150 2,7
C+CR 14630
TOTAL 15269
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Tabla 22. Resultados obtenidos de las filtraciones secuenciales del jugo
producido a partir de los concentrados rechazados en cada etapa del proceso

anterior.
Contenido inicial
ACN [mg/ml] | Volumen [ml] | ACM Total [mg] |
0,55 BE60 30522
Membrana Micro Filtracidn (MF)
Fase ACN [mg/ml] | Volumen [mi] ACN Total [mg] $Rec ACN total | % ACN permeado | Eficiencia
c 0,53 485 2464
F 0,53 5030 2676,1
CR 0,13 B00 107 .8 101 5% 28 6% 59 5%
PR 0,14 500 68,0
P+PR 2744 2
TOTAL 30583
Membrana 10kDa
Fase ACN [mg/ml] | Volumen [mi] ACN Total [mg] $Rec ACN total | % ACN permeado | Eficiencia
c 0,45 250 1303
P 0,42 4550 20885
CR 0,17 1000 1723 30 7% 27 8% 79 7%
PR 0,28 350 98,6
P+PR 21871
TOTAL 2485 8
Membrana Ultra Filtracidn (UF)
Fase ACN [mg/ml] | Volumen [mi] ACN Total [mg] %Rec ACN total | % ACN permeado | Eficiencia
C 0,43 375 1614
P 0,42 4700 19737
cA 0,24 200 1958 110,0% B85, 2% 593,7%
PR 0,22 350 75,3
P+PR 2048 59
TOTAL 2406,2
Membrana Nano Filtracidn (NF)
Fase ACN [mg/ml] | Volumen [mi] ACN Total [mgl %Rec ACN total |% ACN concentrado| Eficiencia
= 0,57 250 1649
® 0,28 4550 1284 9
CR 0,21 1000 2113 84 1% 78 2% 65 7%
PR 0,18 350 61,3
P+PR 134862
TOTAL 1722 4
Membrana Osmosis Reversa (OR)
Fase ACN [mg/ml] | Volumen [mi] ACN Total [mgl %Rec ACN total |% ACN concentrado| Eficiencia
= 1,44 310 447 6
® 0,01 4800 46,0
CR 0,58 1200 7006 88,9% 36.0% a5 3%
PR 0,03 B0 2,1
C+CR 114832
TOTAL 11964
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Tabla 23. Liofilizaciones de las cuatro fracciones correspondientes a
nanofiltracion y OR para las filtraciones realizadas con el jugo inicial.

Jugo Inicial
Muestra  Peso [mg] Concentracién En 10 [ml] % en peso de ACN
NF C 320 0,727 7,270 2,272
NF P 150 0,504 5,040 3,360
NF CR 330 0,371 3,711 1,124
NF PR 250 0,283 2,830 1,132
OR C 430 18,876 4,390
OR P 230 0,169 0,074
OR CR 350 6,365 1,819
OR PR 220 0,181 0,082

Tabla 24. Liofilizaciones de las cuatro fracciones correspondientes a
nanofiltracién y OR para las filtraciones realizadas con el jugo de reciclo.

Reciclos
Muestra  Peso [mg] Concentracion En 10 [ml] % en peso de ACN
NF C 250 0,568 5,685 2,274
NF P 100 0,282 2,824 2,824
NF CR 140 0,211 2,113 1,509
NF PR 230 0,175 1,752 0,762
OR C 450 14,439 3,209
OR P 120 0,100 0,083
OR CR 230 5,839 2,539
OR PR 230 0,263 0,114

De los resultados obtenidos se observa en primer lugar la gran variacién en la
cantidad de antocianinas entre el jugo antes y después de fermentar. Se
esperaban perdidas no mayores al 10%, pero en este caso la cantidad de
redujo de 12500 mg a 4000 mg (68% de perdida). Esta gran variabilidad en
comparacion a los resultados obtenidos de fermentaciones anteriores se puede
deber a que el setting utilizado para realizar las fermentaciones, en general,
no mantiene un control muy estricto de las variables de operacion. Por otro
lado, es posible que en el centrifugado post fermentacion se pierda un
porcentaje de antocianinas igualmente. En los experimentos de fermentacion
de la seccion 4.3, pasadas las 14 horas, se mide la concentracion de
antocianinas sin eliminar levaduras, obteniéndose una degradacion menor al
10%, mientras que en este procedimiento se mide concentraciéon de
antocianinas posterior a este centrifugado, obteniéndose porcentajes de
perdida por sobre el 20%. Este pellet de levaduras formado es de un color
morado intenso, por lo que probablemente posee gran cantidad de
antocianinas absorbidas.
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En segundo lugar, se aprecian los porcentajes de recuperacién de cada etapa,
tanto para el primer proceso como para el proceso con reciclo. En ambos
experimentos las eficiencias de cada etapa no presentan mayor variacion entre
el jugo original y el jugo de reciclo, dando a entender asi que independiente
del volumen y la concentracion inicial de antocianinas las eficiencias de las
membranas permanecen constantes. Ademas, para ambos procesos, los
porcentajes de cada etapa de filtracion se mantienen dentro de los rangos
esperados de acuerdos a los resultados obtenidos previamente, resultando asi
una recuperacion de antocianinas del 36.1% para el primer proceso, del 37.6%
para el proceso de reciclo y del 64.5% para ambos juntos. Se observa,
ademas, tanto para el primer proceso como para el proceso de reciclo, el
erréneo funcionamiento en la membrana de nanofiltracién, dejando pasar a la
fraccion de permeado cerca del 75% de las antocianinas.

Finalmente, al analizar los resultados obtenidos de liofilizacion se aprecia que
la mayor pureza de producto seco se obtiene de liofilizar la fraccion de
concentrado de OR en ambos procesos, con un mayor porcentaje en el primer
proceso (4.89%) en comparacion al proceso con reciclo (3.2%). Estos
resultados se explican en base a un efecto combinado entre las membranas
de OR y nanofiltracion: La membrana de OR es la que retiene mayor cantidad
de antocianas en el concentrado, mientras que la membrana de nanofiltracion,
aun funcionando de forma erronea, logra retener un porcentaje de
contaminantes, aumentando de esta forma la pureza obtenida. Que en el
primer proceso la pureza sea mayor que en el segundo proceso se puede deber
a que en el primer proceso hay mayor cantidad de antocianinas en
comparacién a los contaminantes presentes, mientras que en el segundo
proceso esta proporcién debe ser probablemente menor (relacion [mg de
ACN]/[mg de contaminantes] en el jugo de reciclo es menor que en el jugo
inicial).
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4.8 Diseno de la configuracién del proceso en funcion de la
composicion final del extracto de maqui requerida

Con los resultados obtenidos de los experimentos previamente mencionados,
fue posible determinar los principales parametros de operacion: Etapas y
condiciones para el pretratamiento del maqui, coeficientes de rechazo de las
membranas en la filtracion secuencial, flujo y presion de operacion.

Con esta informacidn, se tienen los datos necesarios para utilizar ecuaciones
de diseno complementadas con modelamiento matematico con el fin de
determinar la configuracién optima del sistema de membranas para obtener
un producto seco bajo las especificaciones deseadas, en particular, se
determind un producto final con una concentracién de 35% de antocianinas,
considerando una produccién de 5000 Kg de producto al afio.

El proceso de filtracion secuencial resultante se muestra en la Figura 16. Como
se observa, el jugo de maqui ingresa, de manera continua, a una etapa de
microfiltracidon con una serie de membranas (preliminarmente 4) de tamafo
de poro de 0,2 um. El concentrado de esta etapa esta constituido por solutos
de alto peso molecular, que son desechados del sistema. El permeado, por su
parte, pasa a la etapa de ultrafiltracion compuesta por una serie de 4
membranas de 10 kDa de tamano de poro. El concentrado de esta etapa se
recircula a la etapa de MF y el permeado pasa a una nueva etapa de UF, con
una membrana de 1 KDa. Luego de la UF, el permeado sigue hacia una serie
de filtraciones con membranas de nanofiltracién de 500 Da. El concentrado se
recircula a la fase de UF y el permeado pasa a una concentraciéon por osmosis
reversa, donde se obtiene el extracto rico en antocianinas y una solucion salina
como subproducto. El proceso considera purgas en distintas etapas para evitar
la concentracion de moléculas en el sistema.
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Figura 16. Proceso de filtracidon propuesto para la obtencién de un producto
con un contenido de antocianinas del 35% en peso.

El proceso disefiado se puede adaptar de acuerdo al porcentaje de
recuperacion y pureza que se requiera. Mientras mayor sea la pureza requerida
del producto, mayor sera el nUmero de etapa. Asimismo, en caso de requerir
un aumento de capacidad, se puede replicarla la planta de acuerdo a la
demanda.
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4.9 Dimensionamiento de equipos y analisis econdmico de
planta de produccion.

Se desarrollo un balance de masa del proceso para determinar las dimensiones
de los equipos requeridos y su costo de inversidon. Los supuestos utilizados
para el balance se sustentaron en la informacion obtenida a escala de
laboratorio. La base de calculo considerd una produccién de 5000 kg/extracto
al ano, para una planta que opera 12 meses, 20 dias al mes y 20 horas diarias.

De acuerdo a las eficiencias de proceso consideradas, 5000 kg de extracto al
afno equivalen a una produccion de 1,0 kg/hr de extracto y, por lo tanto, al
tratamiento 112,2 kg/hr de maqui.

El diagrama de proceso se muestra en la Figura 17, mientras que el detalle del
balance de masa se encuentra en la seccién Anexos 6.2.
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Figura 17. Diagrama de bloques y balance de masa del proceso.
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Con los valores obtenidos, se dimensionaron los equipos requeridos y se
estimaron los costos de inversion de la planta. Se consideraron dos opciones
de secado: Liofilizador y spray dryer. El listado de equipos y sus costos se
encuentra en Anexos 6.3.

Para la opcion con liofilizador, el costo total de equipos se estima en USD
$330.300. Como se observa en el Grafico 26, los principales costos de
inversidon corresponden al liofilizador, equipo de filtracion y membranas. El
equipo de liofilizacion considerado tiene una capacidad de 1000 litros y un
valor USD $200.000, equivalente al 61% de los costos de inversion en equipos.
El equipo de filtracién tiene un costo de USD $50.000 (15%). Se estimd que
se requieren 9,7 m?2 de membrana para el proceso propuesto, equivalente a
30 cartuchos de USD $1500 cada una, lo que resulta en un costo total en
membranas de USD $45.000, equivalente al 14% del total de costos.

Distribucion de costos de equipos con liofilizador

39% B Estanque agua

1% B Trituradora

14% Estanque jugo
Extractor jugo de maqui
5% B Fermentador
B Mezclador medio cultivo
Centrifuga
Liofilizador
61% Bombas (8)

Equipo de filtracion

Membranas

Grafico 26.Distribucidon de costos de equipo para proceso con etapa de
secado por liofilizacién.

Por otra parte, para el proceso con spray dryer el costo de inversion en equipos
es de USD $180.300, donde el equipo de secado spray tiene un valor de USD
$50.000, equivalente al 28% del total, como se ve en el Grafico 27.
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Costos de equipos con spray dryer
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25% 2% Extractor jugo de maqui

B Fermentador

B Mezclador medio de cultivo

Centrifuga

28%

Spray Dry
28%
> Bombas

Equipo de filtracion

Membranas

(. /

Grafico 27. Distribucion de costos de equipo para proceso con etapa de
secado por liofilizacion.

Finalmente, para el flujo de caja del proyecto, se tuvieron en cuenta las
siguientes consideraciones:

e Los costos se estimaron bajo el supuesto de que son costos agregados
a la estructura actual de MNL.

e Precio de venta del producto: 400 USD/kg extracto para uso en industria
de alimentos.

e Costos variables de operacion:

o El precio de compra de la materia prima de 6 USD/kg maqui. Para
una produccion de 5000 kg extracto/afio se requieren 550.000
kg/maqui, lo que eleva los costos anuales en materia prima a USD
$3.300.000.

o El consumo energético se calculd acuerdo a las especificaciones de
los equipos, el cual es de USD $329.663 por ano para el caso del
liofilizador, y de USD $242.009 para el caso del spray dryer.
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e Para mano de obra, se consideraron 3 turnos de produccion, de 8 horas
cada turno (2 operadores por turno, mas 2 operadores con descanso)
de acuerdo a las siguientes especificaciones:

Tabla 25. Especificaciones sobre de mano de obra de produccion.

Mano de obra produccion
Unitario Anual

Descripcion Cantidad | USD/afio USD/aiio
General

Jefe de planta parcial 05| S 46.154 S 23.077
Operacion

Operador pretratamiento 4] S 9.231 S 36.923

Operador filtro y secado 4| S 9.231 S 36.923
Total S 96.923

e En administracidon, se considera una persona dedicada a la gestién de
compras de la planta:

Tabla 26. Especificaciones sobre mano de obra de administracion.

Mano de obra administracion
Unitario Anual
Descripcion Cantidad | USD/aiio USD/afio
General
Administracion planta 1S 7.692 S 7.692
Total $ 7.692

Al desarrollar el flujo de caja bajo las condiciones actuales, consideradas el
“peor escenario”, es decir, con un requerimiento de 550.000 kg/maqui afo
para producir 5000 kg/afio de extracto, utilizando un liofilizador para el
secado, tomando un precio de venta del producto de 400 USD/kg, un precio
de compra de materia prima de 6 USD/kg y un periodo de vida util de los
equipos de 15 anos, resulta que el proyecto es econdmicamente infactible
(VAN=-8.521.478). Este es un resultado esperable dado que el balance de
masa fue realizado bajo condiciones obtenidas a escala de laboratorio.
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Para mejorar los indicadores econdmicos del proyecto, es fundamental mejorar
la eficiencia de produccién de manera de requerir menor volumen de biomasa
para cumplir el mismo requerimiento productivo. En particular, para alcanzar
un valor de VAN = 0 se necesita reducir en al menos un 60% el maqui
necesario (aprox. 209.000 kg maqui/ano) para los 5000 kg/afio de extracto,
a través de un aumento en la eficiencia del proceso. Este escenario se muestra
en el flujo de caja de Anexos 6.4. Para obtener una TIR mayor al 25%, se
requiere aumentar la eficiencia de produccion, de tal manera que para cumplir
los 5000 kg/ano de extracto, no se requieran mas de 190.000 kg/maqui.

Mejorar la eficiencia del proceso es un desafio tecnoldgico factible de resolver,
y las estrategias para esto se centran principalmente en mejorar la primera
etapa de extraccidn de antocianinas, para hacerla mas eficiente, a través de
un proceso con flujos a contracorriente y posterior tratamiento enzimatico, y
a una etapa de clarificacién del jugo post fermentacidn donde se pierda una
menor cantidad de antocianinas.

Asimismo, estos costos y los resultados del proceso deben ser, en una
siguiente etapa, calculados a partir de experimentos a escala piloto del
proceso, para corroborar y mejorar los nimeros obtenidos a partir de la etapa
experimental y de la presente validacidén a nivel de laboratorio.

Por lo tanto, se sugiere continuar con las etapas de investigacién y
escalamiento del proceso, de manera de optimizar y validar los parametros de
operacidn a escala prototipo y piloto, y reducir la incertidumbre para una
nueva evaluacion de costos del proyecto.

73



5. Conclusiones y Recomendaciones

5.1 Tratamiento enzimatico para liberaciéon de antocianinas.

No se observa un aumento en la concentracion de antocianinas al aplicar
enzimas comerciales para las condiciones estudiadas, por lo cual se concluye
gue el tratamiento enzimatico no tiene un impacto significativo en la liberacion
de pigmentos del fruto de maqui a la solucion.

5.2 Fermentaciones

A partir de los resultados de las primeras fermentaciones se decide establecer
los siguientes parametros:

e Temperatura de fermentacién de 28°C y agitacidon 250 rpm.

e Cepa de levadura EC1118 crecida previamente (preindculo) en medio
YPD con fructosa y a pH 4.

Mientras que de la segunda tanda de fermentaciones se concluye lo siguiente:

e Utilizar un porcentaje de preindculo del 10% con respecto al volumen de
la fermentacion e inocular cuando las levaduras se encuentren fase de
crecimiento exponencial. Con respecto al volumen de la fermentacién,
este debe ocupar un 25% del matraz.

e El método que se establece para proteger las antocianinas del oxigeno
en las fermentaciones, y asi evitar una mayor tasa de degradacién de
estas, sera mediante EDTA y acido ascérbico. Al utilizar estos agentes la
tasa de degradacidon de antocianinas se reduce de un 20% a un 9%,
mientras que el tratamiento con calor reduce la tasa de degradacion de
antocianinas de un 20% a un 17%. Por otro lado, utilizar una atmosfera
inerte de nitrogeno para desplazar el oxigeno resulta igualmente
efectivo, pero econdmicamente mas caro.

e Dejar fermentando durante 14 horas las soluciones de maqui para
eliminar la totalidad de glucosa y fructosa en solucion.
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5.3 Filtraciones Secuenciales

El grado de recuperacién de antocianinas totales es diferente en cada
una de las membranas testeadas. En general los porcentajes de
recuperacion total fluctian entre 95% vy 70%, teniendo mayor
porcentaje de recuperacién total la membrana de microfiltracion
(95,2%) y menor porcentaje de recuperacion total la membrana de
ultrafiltracion (72%). Mientras que, de las antocianinas totales
recuperadas, el porcentaje que efectivamente se recupera en el
permeado varia entre el 86% vy el 9%, siendo mayormente selectiva la
membrana de ultrafiltracion (86%) y en menor medida la membrana de
5 kDa (66%). La selectividad de la membrana de nanofiltracién se mide
por el porcentaje de antocianinas que retiene en el concentrado (92%),
estando este porcentaje dentro de lo esperado de acuerdo al tamafno de
poro de esta membrana y al tamafo de las antocianinas presentes en el

jugo.

En cuanto al grado de recuperacidon de cada una de las 8 antocianinas
presentes en el jugo, los porcentajes de recuperacion de estas presentan
un comportamiento similar al de recuperacidon de antocianinas totales.
El rango de recuperacién varia entre un 18,1% y un 8,7%, siendo el
mayor porcentaje correspondiente a delfinidina-3-sam-5-glc y el menor
a cianidina 3-glc. El comportamiento de los distintos porcentajes de
recuperacion para cada antocianina se explica en base al tamafio de
estas, las mas pequefias presentan un menor porcentaje debido a que
por su tamafio pasan a través de la membrana de nanofiltracién,
mientras que las de mayor tamano se mantienen en el concentrado de
nanofiltracién por su dificultad para pasar a través de este tamafo de
poro.

En cuanto a la velocidad instantanea de filtracion los resultados se
ajustan a lo esperado. A medida que transcurre el tiempo de filtrado la
velocidad de generacion de permeado va disminuyendo, lo cual se debe
a la formacién de una capa de desecho (torta) en la superficie de la
membrana que va aumentando la dificultad de filtrado a medida que
avanza el proceso.

Finalmente, las curvas obtenidas de las concentraciones de antocianinas
y azucares a lo largo de cada etapa de filtracidén, tanto en concentrado
como en los 10 ml de volumen permeado, de igual forma se ajustan a
lo esperado. Las concentraciones en estas curvas van aumentando con
el tiempo, pero la pendiente es mayor en el caso de las antocianinas que
en el de los azucares.
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5.4 Proceso completo, modificaciones al proceso lineal y
reciclos.

Con respecto a las fermentaciones del jugo, el setting utilizado no ofrece
un control muy estricto con respecto a las variables del proceso, y en
consecuencia se obtiene una gran variabilidad en los resultados
obtenidos. Se recomienda realizar este proceso en un fermentador bien
equipado, con un buen control sobre los parametros del proceso para
poder obtener asi resultados repetibles y replicables.

Se recomienda analizar la concentracion de antocianinas en el jugo
previo y posterior a la etapa de centrifugacion, con el fin de analizar el
porcentaje que se pierde en esta operacidon unitaria. Se recomienda el
disefio de una etapa para el agotamiento de este pellet y asi recuperar
una mayor cantidad de antocianinas.

Para las filtraciones secuenciales se recomienda la siguiente
configuracién de membranas: Una membrana de microfiltracion del
menor tamafo de poro posible (0.1 um), una primera membrana de
ultrafiltracion (10 kDa), y dos membranas finales que acoten lo mas
posible los tamafios de las antocianinas mas grandes y mas pequefas
(760 Da y 480 Da respectivamente), para lo cual las membranas de
ultrafiltracion (1 kDa) y nanofiltracion (500 Da) deberian funcionar bien.
Ademas, se recomienda que, una vez obtenido el concentrado de
nanofiltracidon, se pase por una ultima etapa de osmosis inversa, con el
fin de eliminar la mayor cantidad de agua y contaminantes pequefos,
para asi disminuir los costos de la etapa de liofilizacion, y con la ventaja
de que esta membrana retiene cerca del 99% de las antocianinas en el
concentrado.

Se recomienda incluir una corriente de reciclo que retorne los
concentrados no filtrados en cada etapa de las filtraciones secuenciales
al tanque de jugo inicial, con el fin de aumentar el porcentaje de
recuperacion total de antocianinas sin disminuir la pureza del producto
seco.
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5.5 Disefio del proceso, dimensionamiento de equipos y balance
econdmico de planta de produccion.

Utilizando los datos obtenidos de los experimentos realizados,
ecuaciones de disefio y un modelo matematico en Matlab se determiné
el nimero y la configuracion de membranas para obtener un producto
seco con un 35% en peso de antocianinas. Este disefio es facilmente
ajustable en funcién de la composicidon requerida.

Se determinaron las dimensiones de las distintas operaciones unitarias
en base a una produccién de 5000 kg de extracto por afio. Asimismo, se
calculé el costo de inversidon y de operacién de estos equipos en dos
escenarios distintos: Secado con liofilizador y secado con spray dryer.
En el primer caso el costo de inversion es de USD $330.300, mientras
que el costo de operacion anual asciende a USD $329.663. En el segundo
caso, estos valores corresponden a USD $180.300 y USD $242.009
respectivamente.

Al desarrollar el flujo de caja bajo las condiciones actuales, y en el
escenario de secado con liofilizador, resulta que el proyecto es
econdmicamente inviable (VAN=-8.655.258). Para mejorar estos
indicadores econdmicos se recomiendan modificaciones al proceso, de
manera de hacerlo mas eficiente, con el fin de reducir la cantidad de
materia prima necesaria de 550.000 kg maqui/afio a 190.000 kg
maqui/ano (VAN=472.116, TIR=25%). Principalmente se recomienda
optimizar la extraccion de antocianinas del fruto a través de un proceso
a contracorriente, la clarificacion post fermentacion del jugo utilizando
agentes coagulantes y/o filtros de tierra y el uso de un método de secado
mas econdmico (spray dryer).
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6. Ahexos

6.1 Curva de crecimiento de levadura EC1118

Grafico de crecimiento de levadura OD
vs tiempo

15

10

OD (600 nm)

0 10 20 30
Tiempo [hrs]

Grafico 28. Curva de crecimiento de levadura EC1118 en medio YPD con
fructosa a 28°C y 200 rpm.
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6.2 Balance de masa del proceso

Trituradora de maqui

Entrada Salida Factores

Magqui 110,2 ‘ kg/hr 110,2 ‘ kg/hr 1,000 ‘ kg maqui berry/kg maqui molido
Tanque de Almacenamiento (tiempo de residencia = 30 minutos)

Entrada Salida Factores
Agua 275,4 It/hr 0,400 kg maqui/It H20
Maqui 110,2 kg/hr 0,274 kg maqui/It jugo con pulpa
Jugo con pulpa 401,8 It/hr

Filtro Continuo / Extractor industrial de Jugo

Entrada Salida Factores
Jugo con pulpa 401,8 It/hr 1,467 It jugo con pulpa/It jugo sin pulpa
Jugo sin pulpa 273,9 It/hr
Maqui agotado 8,4 kg/hr 0,031 kg maqui agotado/It jugo sin pulpa

Fermentacion

Entrada Salida Factores
Jugo sin pulpa 273,9 It/hr 0,882 It jugo sin pulpa/It jugo fermentado
EDTA 1,6 kg/hr 0,006 kg EDTA/It jugo
Acido ascérbico 1,4 kg/hr 0,005 kg AA/It jugo
Inoculo 10% 30,4 It/hr 0,111 It inoculo/It jugo
Jugo Fermentado 310,5 It /hr

Centrifuga

Entrada Salida Factores
Jugo Fermentado 310,5 It/hr 1,192 It jugo fermentado/It jugo clarificado
Jugo Clarificado 260,4 It/hr
Levadura 36,4 kg/hr 0,140 kg levadura/It jugo clarificado

Filtraciones secuenciales

Entrada Salida Factores
Jugo Clarificado 260,4 It/hr 10,400 It jugo clarificado/concentrado OR
Solucion Salina 75,1 It/hr 3,000 It solucidn salina/It concentrado OR
Concentrado de OR 25,0 It/hr
Purgas 160,3 It/hr 6,400 It purgados/It concentrado OR

Liofilizador/Spray Dry

Entrada Salida Factores
Concentrado de OR| 25,0 It/hr 1,000 It C de OR/It agua
Producto Seco 1,0 kg/hr
Agua 25,0 It/hr 25,000 It agua/kg producto

79




6.3 Listado de equipos y costos

Listado de equipos preliminar

Flujo a F,IU,JO Volumen UHEmpe Capacida .
Equipo Nombre Cantidad | procesar [Unidad maximo unitario AL 'de . d Tipo de Solucién | Precio unitario (USD) Precio kw
que total (It) |residencia total (USD)
(It) (%)
procesa (hr)
1|Estanque almacenamiento agua 2 273,5 It/hr 1000,0 2000,0 6,0 82% Agua 200 400
2|Trituradora 1 110 kg/hr 150,0 73% Maqui 120 120 0,85
3|Tanque AlImacenamiento Jugo con pulpa 2 401,2 t/hr 1000,0 2000,0 4,0 80% Jugo con Pulpa 200 400
4|Extractor jugo de maqui 1 401,2 kg/hr 500,0 80% Jugo con Pulpa 1300 1300 1,5
5|Fermentador 2 273,5 It/hr 3000,0 6000,0 14,0 64% Jugo sin Pulpa 5300 10600 3
6/Mezclador preparacién medio de cultivo 3 30,4 200,0 600,0 14,0 71%  |Agua y sales basaleq 6000 18000 0,25
7|Centrifuga 1 310 It/h 500,00 62% Jugo Fermentado 4400 4400 1,5
8|Liofilizador 1 25 It/hr 1000,00 1000,00 36,00 90% 200000 200000 167
9[Spray Dry 1 25 t/hr 50000 50000 60
10[Bomba 1 1 273,5 It/hr 2100,0 13% Agua 10 10 0,37
11|Bomba 2 1 401,2 [t/hr 2100,0 19% Jugo con Pulpa 10 10 0,37
12|Bomba 3 1 273,5 It/hr 2100,0 13% Jugo sin Pulpa 10 10 0,37
13(Bomba 4 1 30,5 It/hr 2100,0 1% Agua y sales basales 10 10 0,37
14(Bomba 5 1 310 It/hr 2100,0 15% Jugo Fermentado 10 10 0,37
15|Bomba 6 1 260 [t/hr 2100,0 12% Jugo Clarificado 10 10 0,37
16|Bomba 7 1 25 It/hr 2100,0 1% Concentrado de OR 10 10 0,37
17|Bomba 8 1 75 [t/hr 2100,0 4% Agua Salina 10 10 0,37
18|Equipo de filtracion 1 50000 50000 225
19|Membranas 30 1500 45000
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6.4 Flujo de caja del proyecto

ITEM Afo0 | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ingrese Moneda (USS / Pesos) miles (M)
INGRESOS OPERACIONALES 2.000.000 2.000.000 2.000.000 2.000.000 2.000.000 2.000.000 2.000.000 2.000.000 2.000.000 2.000.000
Ventas Locales 2.000.000 2.000.000 2.000.000 2.000.000 2.000.000 2.000.000 2.000.000 2.000.000 2.000.000 2.000.000
Exportaciones
COSTOS VARIABLES 1.583.051 1.583.051 1.583.051 1.583.051 1.583.051 1.583.051 1.583.051 1.583.051 1.583.051 1.583.051
Costo de Produccion 1.583.051 1.583.051 1.583.051 1.583.051 1.583.051 1.583.051 1.583.051 1.583.051 1.583.051 1.583.051
Compra Maqui 1.253.388 1.253.388 1.253.388 1.253.388 1.253.388 1.253.388 1.253.388 1.253.388 1.253.388 1.253.388
Costos operacionales 329.663 329.663 329.663 329.663 329.663 329.663 329.663 329.663 329.663 329.663
Costo de Ventas y Distribucion 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Comisidn por venta
Distribucion
MARGEN CONTRIBUCION 416.949 416.949 416.949 416.949 416.949 416.949 416.949 416.949 416.949 416.949
MARGEN CONTRIBUCION % 21% 21% 21% 21% 21% 21% 21% 21% 21% 21%
COSTOS FlJOS 104.615 104.615 104.615 104.615 104.615 104.615 104.615 104.615 104.615 104.615
Salarios Produccion 96.923 96.923 96.923 96.923 96.923 96.923 96.923 96.923 96.923 96.923
Costos Administracion y Gastos Generales 7.692 7.692 7.692 7.692] 7.692 7.692 7.692 7.692 7.692 7.692
Salarios Administracion 7.692 7.692 7.692 7.692 7.692 7.692 7.692 7.692 7.692 7.692
Costos Marketing y Ventas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Salario Fijo vendedores
Promociény Publicidad
Costos Desarrollo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Salarios
Materiales
EBITDA 312.334 312.334 312.334 312.334 312.334 312.334 312.334 312.334 312.334 312.334
EBITDA % 16% 16% 16% 16% 16% 16% 16% 16% 16% 16%
Depreciacion y Amortizaciones 22.020 22.020 22.020 22.020| 22.020 22.020 22.020 22.020 22.020 22.020
UTILIDAD ANTES DE IMPUESTOS 290.314 290.314 290.314 290.314 290.314 290.314 290.314 290.314 290.314 290.314
Impuestos 27% 27% 27% 27% 27% 27% 27% 27% 27% 27%
UTILIDAD DESPUES IMPUESTOS 211.929 211.929 211.929 211.929 211.929 211.929 211.929 211.929 211.929 211.929
UTILIDAD DESPUES IMPUESTOS % 11% 11% 11% 11% 11% 11% 11% 11% 11% 11%
Depreciacion y Amortizaciones : 22.020 22.020 22.020 22.020| 22.020 22.020 22.020 22.020 22.020| 22.020
INVERSIONES 1.174.133 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Inversion en Equipamiento / Maquinaria 330.300
Inversion en capital de trabajo (KT) 843.833
FLUJO DE CAJA NETO -1.174.133 233.949 233.949 233.949 233.949 233.949 233.949 233.949 233.949 233.949 233.949
Valor residual/terminal 784.233
FLUJO DE CAJA NETO TOTAL -1.174.133 233.949 233.949 233.949 233.949 233.949 233.949 233.949 233.949 233.949 1.018.182
FLUJO DE CAJA NETO ACUMULADO -1.174.133 -940.184 -706.235 -472.286 -238.337 -4.388 229.561 463.510 697.459 931.408 1.949.590
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